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RESUMEN
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Candidato al grado de Doctor en Ciencias con Orientacion en Biologia Molecular e
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PREDICCION DE LA RESPUESTA A FARMACOS DE ALTA VARIABILIDAD
FARMACOCINETICA

Numero de paginas: 113

Area de Estudio: Farmacogenémica

Introducciéon: Factores como la edad, sexo, grupo étnico y herencia, intervienen
en las diferencias interindividuales que subyacen en las variaciones del proceso de
absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion (ADME) que experimenta un firmaco
en el cuerpo humano. Los factores hereditarios contribuyen del 15 al 30% de dicha
variacion interindividual y por lo tanto en el grado de respuesta a cierta clase de
farmacos, tales como Atorvastatina (ATV) que presenta alta variabilidad interindividual
en su farmacocinética y por ende variacion en el grado de respuesta a dicho

medicamento.

Objetivo: Determinar las variantes génicas que influyen en el metabolismo de

farmacos de alta variabilidad farmacocinética.

Materiales y Métodos. Se realizé un estudio piloto, partiendo de un grupo
constituido por 60 voluntarios sanos participantes en un protocolo de bioequivalencia
para ATV, para medir la concentracién plasmética de ATV se validé el método de
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cuantificacién utilizando un HPLC-MS-MS, la concentracién maxima en plasma (Cpax)
y el tiempo establecido para alcanzar Cpax (Tmax), fueron calculados de los datos
concentracion-tiempo observados en los niveles plasmaticos. Los pardmetros
farmacocinéticos estimados fueron: el drea bajo la curva de la concentracién plasmética
desde el tiempo O al tiempo de la dltima determinacion (AUCy.) calculado usando la
regla trapezoidal lineal-logaritmica: el drea bajo la curva de 0 a infinito (AUCy.),
aclaramiento sobre la fraccién de la dosis absorbida (CI/F), volumen de distribucién
sobre la fraccion de la dosis absorbida (Vd/F), constante de eliminacion en la fase
terminal (Ke) y vida media en la fase terminal del farmaco (T;;). Posteriormente, el
metabolismo fue clasificado en cada uno de los sujetos a partir de sus perfiles
farmacocinéticos. En el genoma de estos voluntarios fueron rastreados 87 polimorfismos
génicos en 36 genes relacionados con el metabolismo y respuesta a farmacos. Para cada
polimorfismo se calcul6 el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), la asociacion entre los
fenotipos (metabolizador lento, normal y rdpido) y genotipos se realizé por medio de

una prueba exacta de Fisher (valor de significancia p < 0.05).

Resultados y Discusion. Con respecto a los tipos de metabolismo para ATV, se
encontraron las siguientes frecuencias: normal, lento y rapido de 41.47%, 30.00% y
28.33%, respectivamente. Los resultados aqui encontrados fueron similares a los
encontrados para la poblacion del oeste de México. Los 36 genes analizados se
encontraron en EHW vy las frecuencias alélicas de marcadores en genes del metabolismo
de ATV fueron similares a las encontradas en otras poblaciones. El marcador C3435T

del gen MDRI fue el unico que se encontrd asociado con los fenotipos (p = 0.04).



Conclusiones. Estos resultados preliminares ponen en evidencia que el marcador
C3435T del gen MDRI en nuestra poblacién tiene un importante papel en el
metabolismo de ATV y reclaman el caracterizar méds exhaustivamente los genes de
interés para encontrar mutaciones que al estar presentes en la poblacién mexicana, pero
ausentes de la poblacidn espafola, no se contemplan en el dispositivo diagndstico usado

para este estudio piloto.

Igualmente, apuntan a la necesidad de extender este estudio piloto a un mayor
ndamero de voluntarios manifestando variabilidad farmacocinética en otros estudios de

bioequivalencia de farmacos como el aqui usado a modo de piloto.

Firma del Director de Tesis

Dr. en C. JORGE ANGEL ISIDRO ASCACIO MARTINEZ
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Aplicacion de la farmacogendmica en la prediccion de la respuesta a farmacos de alta variabilidad farmacocinética 2013

CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Industria farmacéutica actual

La tecnologia es fundamental para el progreso cientifico y critica para la
competitividad en la industria. La farmacéutica la emplea para el desarrollo de nuevos
medicamentos y terapias." No obstante, la generacién de nuevas alternativas
farmacoldgicas ain requiere de un proceso largo y costoso, debido a que el desarrollo de
un farmaco pasa por distintas fases de investigacién. Estas, se dividen principalmente en
fases preclinicas y clinicas, mediante las cuales se evalda que la molécula bajo escrutinio
reina los requerimientos de eficacia terapéutica y seguridad exigidos para su

.. ., 2
comercializacion.

Hacia el final de la década de 1960 fue cuando los gobiernos comenzaron a

emitir regulaciones sobre el desarrollo de nuevos medicamentos, enfocandose sobre sus
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aplicaciones e inocuidad a través de pruebas en seres vivos. Esto repercutié en la
industria, alargando los periodos de aprobacién de dichos farmacos y aumentando el
gasto de investigacion para el lanzamiento de nuevos principios activos al mercado,
consecuentemente reduciendo los ingresos de las empresas desarrolladoras de los

mismos.’

A la par de estos eventos, hacia finales de 1970 surgieron nuevos tipos de
empresas, tales como las de biotecnologia y las de bioinformética, para ofrecer nuevas
alternativas de desarrollo acelerado de nuevos medicamentos, sobre todo de naturaleza
bioldgica. Las grandes empresas farmacéuticas tardaron en decidir si incursionar o no en
esta nueva drea del sector, ya que esto les significaba invertir un elevado capital en
nuevos recursos humanos y tecnologia para investigacién y desarrollo (I & D). Ya para
la década de 1980, las empresas del sector farmacéutico deciden integrarse a este nuevo
segmento, pero para que la inversion en investigacion y desarrollo resultara redituable,
consiguieron en Estados Unidos de América (EUA) que la vigencia de explotacion para
las patentes fuera por 20 afios, a partir de su aprobacién y no desde la fecha de solicitud

de la misma.

En la actualidad son dos los organismos internacionales principales dedicados a
la regulacion del lanzamiento de nuevos medicamentos: en los EUA la administracion
de alimentos y medicamentos (FDA) y en la Comunidad Econémica Europea la Agencia
de Evaluacién de Medicamentos (EMEA).> Para poder contender con las crecientes
exigencias regulatorias de estos organismos, la industria farmacéutica ha venido

apoyando su I & D con otras disciplinas, como la biologia molecular, la biotecnologia, la
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bioinformdtica y las ciencias genémicas.'” La biotecnologia moderna retne a estas

disciplinas, dominando la era actual de la industria farmacéutica.

1.2 Investigacion y produccion tradicional de nuevos farmacos

A través de la historia de la farmacéutica, las plantas han sido la principal materia
prima de donde se obtienen los principios activos de los medicamentos. No obstante, la
quimica ha venido desplazando esta préctica de manera gradual, siendo en la actualidad

. . < s z s 2
la principal fuente proveedora de nuevas moléculas con actividad farmacolégica.

De un promedio de 5,000 a 10,000 compuestos candidatos evaluados, al final
sOlo uno de ellos es aprobado. Por lo tanto, el proceso que sufre una molécula desde que
es descubierta hasta que se encuentre disponible al piblico es muy largo
(aproximadamente de 10 a 15 afos). Pasando por varios procesos de evaluacion

.. . L. L. 4
agrupados principalmente en las referidas fases pre-clinica y clinica.

1.3 Farmacos de nueva generacion

La biotecnologia molecular y celular tuvo sus inicios a finales de la década de
1970, al emerger la tecnologia del ADN recombinante, con la cual fue posible la
clonacién de genes para expresar sus productos proteicos en hospederos biotecnoldgicos.

El impacto de este logro fue maytsculo en la investigacion médica y de inmediato
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capitalizada por la primera empresa de biotecnologia moderna del mundo: Genentech.
Para mediados de la siguiente década, ésta ya estaba logrando producir la primera
proteina humana de manufactura bacteriana, la insulina recombinante (Humulina),
empleada en el tratamiento de la Diabetes Mellitus tipo 1. Otro ejemplo se dio en el afio
de 1989, cuando Amgen anuncié que habia logrado clonar y expresar el gen de la
Eritropoyetina (Epogen) que se utiliza en el tratamiento de anemia asociada a falla renal
crénica, entre otras patologias. Actualmente la biotecnologia se emplea en diversas
areas: desde la confecciéon de nuevas biomoléculas terapéuticas y vacunas, hasta la
produccion de nuevos alimentos, enzimas y otros productos. También se enfoca en la
1dentificacion de proteinas y como influyen éstas en la génesis de las enfermedades, lo
que se ha acelerado enormemente’ a partir de la informacion generada por el proyecto
del genoma humano (PGH), pues éste ha contribuido con herramientas para predecir por
ejemplo la capacidad de cada uno de nosotros para responder a los tratamientos
farmacol(’)gicos.6 Precisamente los nuevos horizontes de la farmacogenética estin
enfocados a identificar las variaciones genOmicas existentes entre las diversas
poblaciones y explotar esta informacion a través de aplicaciones précticas; dicho de otra
manera, disefiar medicamentos personalizados en base a las variaciones especificas de

cada etnia y dentro de ésta, de cada individuo.”

Independientemente de la naturaleza del farmaco, sea este una molécula quimica
o biotecnoldgica, para aspirar a su aprobacién para la venta al publico, se someten

basicamente a las mismas fases de investigacion pre-clinica y clinica.
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1.4 Investigacion farmacéutica

1.4.1 Investigacion pre-clinica

En la fase pre-clinica se establece el objetivo o blanco terapéutico, a través del
estudio de la enfermedad o la seleccion de una molécula que haya mostrado algin tipo
de efecto farmacoldgico. En la mayoria de los casos, los blancos farmacolégicos son
individuales, entre los que podemos mencionar: un gen (oncogen MYC), una proteina o
algin agente infeccioso, relacionado a la etiologia de alguna enfermedad.
Posteriormente, al seleccionar algin blanco terapéutico, se determina la repercusion de
la molécula en estudio sobre el blanco farmacoldgico y su comportamiento se confirma

mediante estudios en animales.

Como ya se menciond, toda esta comprension de las bases de las enfermedades
se ha visto acelerada por la conclusién del PGH en el 2003. Este arrojé una nueva
imagen detallada de la maquinaria del cuerpo y de las instrucciones para generarlo y
operarlo: el genoma. Aunado a esto, el proyecto HapMap y el varioma pretenden
identificar cudles son las variaciones gendmicas que en distintas poblaciones estdn
asociadas a la aparicién de enfermedades. Este avance ha revolucionado y evolucionado

la manera de identificar los posibles objetivos farmacolégicos.
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Una vez que se ha determinado el blanco, los investigadores se enfocan en la
basqueda de un farmaco.* Esta fase conocida como fase quimica, es donde se elige una
molécula candidata con caracteristicas prometedoras (que ejerza un efecto
farmacoldgico que cause remision de la enfermedad). La bisqueda de este potencial
farmaco se aborda de diferentes maneras: ya sea que la molécula se obtenga de fuentes
naturales, como de plantas o bacterias y que posteriormente sea modificada por sintesis
quimica. Esta dltima, con el avance de la tecnologia también ha prosperado, al contar los
cientificos con programas de modelacion computacional (in silico) que facilitan la

L, . . . . ., L, . 24
sintesis de metabolitos de novo y que predicen su potencial accién farmacoldgica.”**

El empleo de la robética, asi como la explotacion de la informética y programas
computacionales, llevan a la farmacéutica moderna a realizar andlisis masivos
simultaneos (seleccion de alto rendimiento o “high throughput screening” por sus siglas
en inglés), de cientos o miles de moléculas para determinar si alguna de ellas tiene
alguna actividad farmacoldgica prometedora. Aunado a esto, la estrecha relacion que se
tiene con la biotecnologia, permite a la farmacéutica acceder a la ingenieria genética,
para utilizar microorganismos, células e incluso animales de laboratorio y hasta de
granja, para manipularlos genéticamente y convertirlos en biorreactores para la
produccién de posibles moléculas terapéuticas, tales como: proteinas recombinantes (por

. . . . 4
ejemplo, insulina), anticuerpos y vacunas.

Posterior a la fase quimica se procede a una fase bioldgica, que consiste en la
evaluacion de la toxicidad y citotoxicidad in vitro (por ejemplo, ensayos con Artemia
. L . . ,10 .. o, .
salina y células en cultivo, respect1vamente),9 ensayo de la actividad bioldgica,

solubilidad en medios fisioldgicos y si estos compuestos tienen la propiedad de difundir
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a través de las barreras intestinales y hemato-encefélicas. Es importante establecer la
estabilidad metabdlica del compuesto, como pre-requisito a los ensayos de farmacologia
y toxicologia in vivo (en animales).>*® Los modelos animales empleados en la fase pre-
clinica ofrecen una visién preliminar del comportamiento del firmaco en un organismo
vivo y posteriormente los datos obtenidos se pueden extrapolar a los humanos. En la
investigacién biomédica se han usado varios modelos animales, entre los que podemos
mencionar: los ratones y ratas utilizados generalmente para investigar blancos
terapéuticos como enzimas y receptores hormonales de interés. Por otra parte los
modelos no-roedores como los perros y los monos, son usados para evaluar el
metabolismo y la toxicologia de las moléculas candidatas. Entre estos ultimos modelos
de estudios, debido a su similitud anatémica [(analogia con el corazon, cavidad nasal,
higado, rifidn y cerebro, asi como con el sistema reproductivo y gastrointestinal),
fisiolégica y bioquimica con respecto al humano, el mini cerdo (por ejemplo, Gottingen,
Bama o Yucatdn)] son considerados como un excelente modelo para estudios pre-
clinicos como los de farmacologia y toxicologia in vivo."! Después de un largo tiempo,
la fase pre-clinica llega a su fin, con un estimado de uno a cinco compuestos candidatos
seleccionados, de alrededor de 10,000 tamizados inicialmente. La FDA vigila la
evaluacion de la farmacologia y toxicidad de las moléculas candidatas antes de pasar a la

.. . o248
fase clinica, la cual le sigue a la fase pre-clinica.
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1.4.2 Investigacion clinica

Una vez que se han seleccionado los farmacos candidatos, se contintia con la fase
clinica, en la que las moléculas elegidas son probadas en humanos, estudidndolas a
conciencia para proporcionar evidencia de la seguridad y la eficacia del farmaco, antes
que la FDA lo revise para su eventual aprobacion para ser comercializado. Para poder
cumplir con este propdsito, los candidatos deben ser evaluados en diferentes tipos de
ensayos clinicos, que en promedio tomaran alrededor de 6 a 7 afios para su conclusion.
Sin embargo, para poder iniciar con la fase clinica, ésta debe de justificarse ante la FDA,
lo que se realiza aprobando una evaluacion llamada: Investigacion de aplicacion y
seguridad de un nuevo farmaco o (IND por sus siglas en inglés, Investigational New
Drug Application and Safety). Esta evaluacion, consiste en mostrar los resultados de los
experimentos realizados en la fase pre-clinica, por ejemplo: la estructura quimica, la
prediccion de su comportamiento en el cuerpo humano, evidencia de algun efecto
terapéutico y una lista de posibles efectos adversos presentados en modelos animales;
todo esto con el fin de garantizar la seguridad de los voluntarios que participarian en los
ensayos clinicos. Ademds, también proporciona informacion detallada de cémo se
llevaran a cabo las pruebas clinicas, donde se realizardn y quiénes serdn los encargados
de realizarlas. Aunado a esto, todos los ensayos clinicos deben incluir una carta de
consentimiento informado de cada uno de los voluntarios incluidos en los estudios;

ademds de que el protocolo debe de ser evaluado y aprobado por el Comité Etica de la
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(s) institucién (es) donde se realizard (n) la (s) prueba (s) clinica (s) (IRB, del inglés

Institutional Review Board).4

Una vez aprobados estos requerimientos, los ensayos clinicos se realizan en

etapas bien diferenciadas.

1.4.2.1 Estudios de fase clinica I

Son llevados a cabo con aproximadamente 20 a 100 voluntarios sanos, tienen el
objetivo primordial de descubrir qué tan seguro es el medicamento de prueba
(evaluacion del metabolismo y eliminacidon del cuerpo, asi como de las posibles

reacciones adversas).

1.4.2.2 Estudios de fase clinica I1

En esta fase se estudian cerca de 100 a 500 pacientes con una enfermedad o una
condicién particular, tienen el fin de determinar efectos adversos a corto plazo y si el
medicamento funciona como se esperaba y mejora la condicién clinica del paciente. En
combinaciodn, las fases clinicas I y II tienen la finalidad de proporcionar la certeza de
seguridad y eficacia del farmaco evaluado, asi como también proporcionar un rango de

dosificacion amplio.
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1.4.2.3 Los estudios de fase clinica II1

Posteriormente a los estudios de fase II, se contintian con los de fase III (estudios
multicéntricos  controlados), caracterizados por ser los de mayor escala
(aproximadamente de 1,000 a 5,000 pacientes) y de mayor duracién, en la cual se
necesitan pruebas mas apropiadas donde se emplean un rango de dosis razonable (curvas
terapéuticas “concentracion-respuesta”), asi como también mas controladas y donde se
requiere un estricto criterio de seleccion de los pacientes (puntos de corte

2,4,8,12
adecuados).” 8.

En esta etapa es necesario tener informacidén acerca de la farmacocinética
(evaluacion del proceso de absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacién o
ADME, de medicamentos en pacientes sometidos a alguna terapia farmacoldgica) y
farmacodinamia (estudia la relacién entre la concentracién de un fairmaco y la respuesta
obtenida en un paciente)'” del producto en evaluacién, por ejemplo: evidencia sobre los
efectos en biomarcadores. Estos, son elegidos fundamentalmente bajo la premisa de qué
tan buenos son, para demostrar la eficacia terapéutica del producto en un lapso corto de
tiempo y deben encontrarse aceptados como marcadores sustitutos de la eficacia, asi
como también debe ser bien conocida la relacién dosis/exposicion con respecto al
producto. Para poder ser considerado un buen marcador farmacodindmico de prediccion
de la eficacia, éste debe ser sensible a cambios provocados por la terapia y a través de

estos cambios poder explicar los diferentes tipos de resultados clinicos (por ejemplo,

10



Aplicacion de la farmacogendmica en la prediccion de la respuesta a farmacos de alta variabilidad farmacocinética

niveles de colesterol sanguineo, presion arterial, etc.). La finalidad de las pruebas de fase
III, es poder identificar sub-grupos en la poblacién estudiada con respuestas al
tratamiento potencialmente mejores. Esta fase es clave en la aprobacion del farmaco y
ofrece las razones para agregar etiqueta de uso en base a pruebas farmacogenéticas (ver

p 48,12
mas adelante). 8,

1.4.2.4 Estudios de fase clinica IV

Una vez que el medicamento es comercializado se inicia con la dltima fase de
evaluacion, las pruebas de fase clinica IV, las cudles se caracterizan por un seguimiento
del producto farmacéutico post-comercializaciéon, donde se evalia mediante
cuestionarios la existencia de reacciones adversas o toxicas tras el uso generalizado de

. . . .. . 24
dicho producto. Esta fase es mejor conocida como de farmacovigilancia.

1.4.2.5 Estudios de bioequivalencia

Una vez que la patente de un farmaco innovador ha vencido (en México la
vigencia es de 10 afios), otras compaiiias farmacéuticas pueden formular el mismo
medicamento, estos farmacos son conocidos como genéricos intercambiables (GI). En
Meéxico, la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS)

obliga a los fabricantes de GI a tener un registro sanitario para poder comercializar su

11
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producto. Este registro sanitario garantiza que los laboratorios que fabrican los farmacos
genéricos cumplan con los mismos estdndares de manufactura que el medicamento de

referencia (original de patente).

Para obtener el registro sanitario, los laboratorios someten su producto GI a
estudios de bioequivalencia, evaluando la equivalencia biolégica (in vivo) de dos
preparaciones de un medicamento hecho por dos fabricantes distintos, es decir, se espera
que ambos sean, iguales para todos los propdsitos terapéuticos. Estos medicamentos
deben tener el mismo principio activo, la misma pureza y ser administrados por la
misma via, para denominarse bioequivalentes. Estos estudios son realizados en al menos
24 sujetos sanos segin la NOM-177-SSA1-1998 que establece las pruebas vy

.. . . . 14
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable.

12
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CAPITULO 2

METABOLISMO DE FARMACOS Y SU VARIACION

2.1 Biotransformacion

La mayor parte de los farmacos son particularmente lipofilicos y por ende
hidrofébicos. Esta propiedad fisicoquimica les permite atravesar con facilidad las
membranas celulares, hasta su destino final (sitio de accion farmacolégica). No obstante,
debido a que el cuerpo humano esta constituido aproximadamente de un 80% de agua, el
mismo cardcter hidr6fobo de los medicamentos entorpece su eliminacién del cuerpo. Por
lo que al acumularse y rebasar su concentracion maxima segura en sangre (nivel
supraterapéutico), producen toxicidad farmacoldgica. Para contender con este riesgo,
15

nuestro cuerpo posee un repertorio enzimético capaz de biotransformar los farmacos.

La superfamilia de isoenzimas de los citocromos hepaticos P450 o mejor conocidos

13
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como CYP450, es la encargada de esta tarea. El metabolismo de los medicamentos se
compone principalmente de dos fases: i) metabolismo de fase I (reacciones de 6xido-
reduccién) que transforma el metabolito a una forma mds activa o mds soluble, y ii)
metabolismo de fase II (reacciones de conjugacidn) que convierte primordialmente las
moléculas hidrofébicas a unas estructuras més hidrofilicas para facilitar su excrecion.
Las CYP450 por medio del metabolismo oxidativo, transforman alrededor del 80% de
los medicamentos empleados en la clinica y aproximadamente el 50% de los farmacos

eliminados (Figura 1).16’17

OrganoBlanco
(Ej. Estomago)

Eliminacion

hepitica

Vena porta

Absorcion

Enterocito

Intestino

Figura 1. Metabolismo de los farmacos. Después de su administracién, los
farmacos: 1) Interaccionan con proteinas transportadoras y se absorben por los
enterocitos. 2) Pasan a la circulacion sanguinea por medio de la via portal hepatica. 3) Se
metabolizan por las enzimas hepaticas de la familia Citocromo P450. 4) Son puestos a
biodisponibilidad por medio de la arteria hepatica. 5) Ejercen su efecto en el 6rgano
blanco. 6) Son modificados por enzimas de metabolismo fase II en el higado y

finalmente eliminados por la via renal.
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2.2 Diferencias interindividuales del metabolismo de farmacos

Las diferencias interindividuales que existen en el metabolismo de
medicamentos, son influenciadas por factores como la edad, el sexo, algunas
enfermedades, el medio ambiente, la dieta e interacciones farmacoldgicas, asi como
también por el perfil genético de cada persona (variacion genética).18 A pesar de que las
compaiias farmacéuticas comprueban la eficacia y seguridad de los medicamentos antes
de ser puestos en el mercado, existe variabilidad interindividual en el metabolismo de
farmacos y la respuesta a ellos, que es producto de la interaccion de los factores antes
mencionados. La discrepancia entre las concentraciones plasmaticas de dos sujetos fisica
y fisiologicamente similares, a los que se les ha administrado la misma dosificacion de
cierto medicamento, puede ser mas de 1000 veces.'” Ingelman-Sundberg dice que “los
factores genéticos pueden representar entre el 20 y 40% de estas diferencias
interindividuales en el metabolismo y respuesta a farmacos. Sin embargo, para ciertos
medicamentos o clases de medicinas, los factores genéticos serdn los mds importantes

para el resultado de la terapia farmacologica”."

Polimorfismos genéticos (cambios en la secuencia de ADN presentes en una
frecuencia mayor al 1%) en las secuencias codificantes de estas enzimas, determinan la
respuesta que un individuo puede tener a un farmaco, pudiendo ésta ser, nula, reducida,

. 16,17
normal o incluso aumentada.

15
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2.3 Efectos variables de los farmacos

Cuando un principio activo ingresa al cuerpo de una persona, su metabolismo
puede responder de diferentes maneras: ya sea que experimente una respuesta eficaz,
que presente una respuesta disminuida, que simplemente no responda a la terapia o que
exhiba alguna reaccion adversa (ADR del inglés, adverse drug reaction). La toxicidad
hepdtica y arritmias cardiacas son comunes en las reacciones adversas, que pueden llevar
a una hospitalizacion e inclusive, a la muerte. Por lo tanto, las ADRs juegan un papel
preponderante en la morbilidad y mortalidad de la poblacién mundial, traduciéndose en
la generacion de costos considerables para los sistemas de salud.”® En efecto, segun el
andlisis realizado por Lazarou et al en 1998,*'se estima que las ADRs son responsables
del 6.7% de los pacientes internados y del 0.13% de los decesos. Esto en hospitales de
los Estados Unidos. Pirmohamed y colaboradores encontraron cifras similares en un
trabajo que abarco hospitales del Reino Unido.”* Por tal motivo, las ADRs contintian
siendo las limitantes mds grandes para que nuevos farmacos lleguen al mercado;
igualmente, son la razon por la que un farmaco sea retirado de éste. Como consecuencia
de lo anteriormente mencionado, los investigadores, los proveedores de asistencia
médica, las agencias reguladoras como la FDA y la industria farmacéutica, han dirigido
sus esfuerzos para identificar cudles son los factores que determinan el riesgo de

23

presentar ADRs.” Actualmente este equipo multidisciplinario se ha enfocado

primordialmente en los factores genéticos, ya que estos son transcendentales en la

16
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patogénesis y la prediccion de ADRs. Al poder identificar estos factores, serd
fundamental en la terapéutica farmacoldgica, pues hard posible disefiar un tratamiento en
base a un perfil genético individual, que no sélo resultard en una mejor respuesta, sino

iy . . . 2
también en la reducciéon de manera importante del nimero de ADRs. 0

2.4 Genética y farmacologia

El estudio de las variaciones en genes que influencian el proceso ADME que
experimentan los farmacos en el cuerpo humano, las cuales pueden ser determinantes en
la respuesta de un individuo a una terapia farmacolégica.'® Este proceso se puede dividir
en dos partes principales: exposicion y respuesta al medicamento. La exposicion se
enfoca principalmente en la administracion de dosis, niveles plasmaticos de la medicina
o en general en la farmacocinética, siguiendo las curvas de concentracién. Por otro lado,
la farmacodinamia se centra primordialmente en los efectos del farmaco a nivel
sistémico, a través del monitoreo de su impacto en diferentes procesos fisiolégicos y
patolégicos, lo que incluye tanto valorar la eficacia terapéutica, como detectar ADRs.*
La variacién genética ademds de influir en la incidencia de las enfermedades, su
progresién y recurrencia, también afectan su tratamiento, siendo responsable de la
heterogeneidad de la respuesta a farmacos que puede existir entre dos individuos de la
misma edad, talla y peso tratados con un mismo régimen farmacolégico.”* Es asi que
revelar la variacion genética de cada individuo en genes que condicionan la magnitud de

su proceso ADME, es determinante para la eleccion del medicamento o medicamentos

17
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con més probabilidad de ofrecerle éxito terapéutico y a la vez advertirle de las probables

reacciones adversas o toxicas.?

18
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CAPITULO 3

FARMACOGENETICA

3.1 De la genémica a la farmacogenética

El érea cientifica que empez6 a explicar el papel de la variacion genética en el
metabolismo de farmacos, tuvo su albor formalmente a finales de 1950.% En 1959
Friedrich Vogel, bautiz6 esta drea de la investigacion cientifica, como farmacogenética.
Este terreno tuvo un lento crecimiento durante los siguientes afios, debido, a que s6lo en
algunos medicamentos, la respuesta o la presencia de ADRs, se podia asociar a un solo

2
gen.”

Conforme la tecnologia fue avanzando, en 1997 se propuso analizar, mediante un

sistema de mapeo gendémico (arreglos de oligonucledtidos en alta densidad), la
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variabilidad genética de las vias relacionadas al metabolismo de farmacos, en paralelo

con la de genes asociados a enfermedades.

Los términos farmacogenética y farmacogen(’)mica27 tienden a confundirse y
aunque ambos estudian la variacidén en genes del metabolismo y respuesta a farmacos,
son distintos entre si. En sentido estricto, la farmacogenética se refiere a la identificacion
de las variantes, en el genoma, que afectan el metabolismo de los medicamentos. Por
otra parte, la farmacogendmica se refiere al estudio de los mecanismos que explican
dicho efecto de la variacion gendmica en la respuesta a los farmacos, recurriendo por

, . , . . 13
ello a técnicas de la era gendmica, como los ADNchips.

Incluso desde antes de la conclusion oficial en el 2003 del PGH, se ha producido
un avance exponencial en el terreno cientifico. Como consecuencia, se han desarrollado
pruebas farmacogenéticas de acompafiamiento como nuevos microarreglos de ADN
(ADNCchips), que predicen la respuesta a tratamientos farmacoldgicos. Particularmente la
farmacogenética estd revolucionando la forma de prescribir un medicamento, en base a
revelar desde el genoma la capacidad de cada individuo de responder de manera eficaz o

adversa (ADRs) a los farmacos (medicina personalizada).28

Tener un panorama general de los factores genéticos, los métodos y estrategias
actuales para la identificacion de estos, permitird una mejor comprension de los alcances

de la farmacogenética, en la prediccion de la respuesta a terapias farmacoldgicas.
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3.2 Variacion genética y genémica

Las diferencias genéticas que existen entre las diferentes poblaciones e incluso
entre individuos de una misma poblacién, van desde polimorfismos de un solo
nucleétido o SNPs, repeticiones de secuencias cortas en tindem STRs (del inglés short
tdndem repeat), hasta variacion del nimero de copias de un gen (CNVs, del inglés copy

. . . . . 29-31
number variation) e inserciones y deleciones (indels).

Estas diferencias genéticas que
son de mayor relevancia en la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos, se
presentan en tres categorias principales de genes: 1) aquellos con relevancia
farmacocinética (ADME), 2) los que codifican para blancos premeditados y no
premeditados del medicamento (efecto farmacolégico),8 3) también los considerados
como marcadores prondsticos; es decir genes que predicen la incidencia o desarrollo de

una enfermedad (probabilidad de céncer o metdstasis, por ejemplo en el oncogen K-ras

2 2
para el cancer de colon).’

En la actualidad, las diferencias genéticas asociadas a los efectos
farmacocinéticos son mejor conocidas y mds numerosas que las asociadas a los efectos
farmacodindmicos. Asociar los perfiles genéticos con los pardmetros farmacocinéticos
que presentan diferencias entre individuos resulta mds sencillo de medir, pues se refleja
en las concentraciones del medicamento y en los niveles de su (s) metabolito (s) en los
fluidos bioldgicos del cuerpo, en funcién del tiempo; algunos de dichos pardmetros son:

el drea bajo la curva (AUC), la concentracion méaxima (Cyax) y el tiempo para Cpax
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(Tmax), €l aclaramiento, el volumen de distribucién y la vida media. Por otra parte, el
impacto de los factores genéticos que repercuten en la farmacodinamia es mds
complicado de evaluar, porque los efectos clinicos presentan mas variacién entre los
individuos y son mds propensos a imprecision en las mediciones, ademads de que son
influenciados por varios factores. En conclusion, los factores genéticos afectan tanto la
farmacocinética como la farmacodinamia, repercutiendo en la respuesta a algin régimen
terapéutico dado. De esta manera, la determinacién de la variacién genética temprana en
voluntarios o pacientes en tratamientos farmacoldgicos experimentales (protocolos

clinicos), es relevante para poder definir si alguna es clinicamente importante.®

3.3 La importancia de la farmacogenética

La mayor cantidad de informacién farmacogenética existente se ha generado
post-comercializacion, sin embargo la importancia de ésta, afirma el valor potencial de
tener acceso a estos datos de manera mds temprana cuando pueden ser asociados a los

ensayos clinicos en las distintas fases, para aumentar la seguridad y la eficacia.

El valor de la farmacogenética lo ilustra el creciente nimero de ejemplos de
farmacos en los cuales se incluyen etiquetas de uso de pruebas farmacogenéticas para
guiar su prescripcién. La FDA tiene una lista de farmacos en los cuales se incluye la
etiqueta de uso de pruebas farmacogenéticas antes de su prescripcion, siendo el ejemplo

mdas conocido el de la Warfarina, medicamento empleado para la prevencién vy
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tratamiento de eventos tromboembdlicos (genotipificacion de interés: alelos de los genes

CYP2C19 y VKORCI).®+3*

Otro farmaco que incluye esta etiqueta es el Clopidogrel, medicamento utilizado
para el tratamiento de eventos aterotrombdticos y cardiacos (genotipificacion de interés:

alelos del gen CYP2C19).”

En dicha lista no sélo se incluyen farmacos que pueden presentar efectos
adversos en base a su relacion dosis-respuesta, sino que también la conforman
medicamentos en los cudles se puede presentar una respuesta exacerbada; es decir
farmacos asociados a genotipo especificos de alto riesgo como el Abacavir, utilizado en
la terapias contra el VIH (genotipificacion de importancia: alelo génico HLA-B*5701),
donde la presencia de una variacion génica estd asociada con una mayor
hipersensibilidad al medicamento;*® otro grupo de medicamentos que contienen esta
etiqueta, son los antineopldsicos como el Tamoxifeno, utilizado en la terapia de
pacientes con cancer de mama (genotipificacion de importancia: alelos de los genes
CYP2D6, CYP3A5 y SULTIAI), asi como también el medicamento 6-mercaptopurina,
comunmente empleado en el tratamiento de leucemia linfobldstica aguda

(genotipificacién de interés: alelos del gen TPMT), entre otros.”*

Ademas de estos ejemplos, hoy en dia existen bases de datos que contienen
informacion sobre las diferentes enzimas responsables del metabolismo de xenobidticos,
como lo son los medicamentos. Estas bases de datos contienen informacién acerca de los
farmacos que son metabolizados por dicha clase de enzimas, siendo buenos ejemplos los

disponibles en los siguientes sitios de la web: http://bioinformatics.charite.de/supercyp y
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http://medicine.iupui.edu/clinpharm/DDIs/. Por lo tanto, si una persona dispone de su
perfil gendmico, puede acceder libremente y consultar en base a su genotipo-fenotipo
enzimdtico, cudles son los medicamentos que le pueden ofrecer una mejor respuesta o
identificar a cudles tiene un riesgo elevado de sufrir reacciones adversas, o simplemente
poder seleccionar otra alternativa terapéutica. Estas herramientas pueden resultar
también en una ayuda invaluable para los médicos, al momento de prescribir un formaco

o la dosis de éste.

3.4 Pruebas farmacogenéticas de acompafiamiento

El incluir investigacién farmacogenética en el desarrollo de nuevos farmacos,
favorece la identificacion de las variaciones gendmicas interindividuales asociadas a la
eficacia y seguridad exhibidas por los farmacos experimentales. La farmacogenética
necesita de la colecciéon y empleo de muestras bioldgicas, para generar datos. En el
desarrollo de nuevos farmacos estos datos pueden ser usados para: 1) identificar las
razones de las diferencias farmacocinéticas y farmacodindmicas (variabilidad en la
respuesta clinica), 2) priorizar el disefio y empleo de estudios de interaccién farmaco-
farmaco, 3) disefar ensayos clinicos que permitan evaluar los efectos en subgrupos
identificados (distintos tipos de metabolismo) y 4) revelar las bases moleculares de estas

diferencias, asi como la ausencia de eficacia o la presencia de eventos adversos.

Estas pruebas farmacogenéticas pueden ser diagndsticas cuando son utilizadas

para diferenciar a los individuos: 1) con mayor probabilidad de éxito terapéutico, 2) que
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son propensos o tienen un riesgo mayor de presentar reacciones adversas provocadas
por el medicamento, 3) que no obtienen algin beneficio del tratamiento, y 4) que

necesitan de una dosis genotipo especifico o de intervalos de medicacion.

Ademads de lo anteriormente mencionado, el incluir estudios farmacogendmicos

en la fase de investigacion clinica III permite:

1) Identificar y seleccionar poblaciones que requieren de una dosis minimas
0 maximas.
2) Identificar y seleccionar poblaciones que responden a un tratamiento

estdndar, en funcién de sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas.

3) Definir un rango de dosis para pruebas posteriores.

4) Determinar cuéles son los grupos de alto riesgo, es decir los mads

propensos a experimentar severas reacciones adversas (figura 2).
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Figura 2. Variabilidad Genética-Fenotipo-Farmacogenética. A) El fenotipo (tipo
de metabolizador) estd ligado a la variabilidad genotipica de los individuos. Se han
identificado diferentes alelos distinguibles por polimorfismos de un sélo nucleétido o
SNPs en un mismo gen, que afectan de distintas maneras el metabolismo de farmacos.
B) Utilizando herramientas farmacogenéticas para rastrear estos SNPs, se puede
distinguir de entre un grupo de personas con un mismo diagndstico, prescripcion y

tratamiento farmacoldgico, a aquellos que responderan, de los que no y a aquellos que

presentardn efectos adversos. Modificado de Kudzma y cols.”’
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La identificacion de los distintos grupos de una poblacién en estudio, permite un
abordaje terapéutico individualizado (por ejemplo para pacientes con céncer), al predecir
la respuesta al tratamiento por medio de biomarcadores predictivos y el perfil genémico,

haciendo mds dindmica la investigacion y desarrollo de nuevos medicamentos.®

3.4.1 Estudios de farmacogenética clinica

Los estudios de farmacologia clinica representan una ventana de oportunidad
para integrar la farmacogenética y asi evaluar la variabilidad interindividual y sus
repercusiones en los estudios clinicos subsecuentes. En la actualidad son pocos los
estudios que involucran una seleccién de sujetos en base a su perfil gendmico o en base
a un genotipo especifico a fin de estratificar en grupos de tratamiento especificos. La

farmacogenética puede ser incluida en estudios:

1) De farmacocinética y farmacodinamia en voluntarios sanos. Si el farmaco
en cuestion es metabolizado por una enzima codificada por un gen polimorfico cuyos
genotipos mas frecuentes deben de ser > 1% para determinar el grado de variabilidad y

diferencias méximas de la exposicidn sistémica entre genotipos.

2) Estudios de farmacocinética y farmacodinamia en pacientes. Para
seleccionar pacientes en base a genotipos para identificar los respondedores potenciales

y asi eliminar los pacientes con probabilidad de experimentar algin efecto téxico.
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3) Estudios de dosis respuesta. En los que se monitorean biomarcadores o
signos clinicos relevantes de la eficacia y seguridad terapéutica, a fin de determinar
dosis mds adecuadas, asi como también para establecer el rango de dosis a la cual se

presentan efectos adversos.®

3.4.2 La farmacogenética en la investigacion clinica

En los estudios farmacogendmicos involucrados en los protocolos clinicos de
investigacion de farmacocinética y farmacodinamia, se pone especial atencion en los
efectos de género, edad, talla y grupo étnico. Sin embargo, ademds de estas
caracteristicas demograficas de la poblacién en estudio, hay ciertas consideraciones de
seguridad que se deben de tener en cuenta, como lo son: el uso de voluntarios sanos en
evaluaciones donde el medicamento no pone en riesgo la salud del sujeto estudiado
(como si ocurre en el caso de los antineopldsicos que son citotdxicos) y en contraparte,
el uso de pacientes para quienes el farmaco experimental puede representar una
oportunidad de explorar la farmacodinamia o ciertos puntos clinicos que no pueden ser

) . 8
medibles en los voluntarios sanos.
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3.4.3 Dispositivos diagnosticos farmacogenéticos

En esta era gendmica, varias compaiiias manufacturan pruebas que determinan el
perfil genético de pacientes por medio de Chips de ADN. La primera prueba de este tipo
que estuvo lista para uso clinico, fue el “AmpliChip CYP450 test” de Roche, que sali6 al
mercado en los EUA en el 2005. Usando la tecnologia de chip o microarreglo de ADN
(por lo general una laminilla de microscopio portando decenas o cientos de miles de
sondas oligonucleotidicas con las que se hace reaccionar el genoma de un individuo para
rastrearle a cada paciente mutaciones y polimorfismos), la prueba ofrece un reporte
indicando las variaciones genéticas en CYP2D6 y CYP2C19 que estan presentes y con
ello se predice si se trata de un paciente metabolizador lento, intermedio, normal, o
ultrarrdpido de los sustratos para cada una de las enzimas. Esto ayuda a determinar el
metabolismo involucrado en aproximadamente 25% de los farmacos prescritos.37 Otro
chip que ya también se encuentra en el mercado es el DMET (drug metabolism enzymes
and transporters) panel chip de Affymetrix, disefiado para su uso en investigacion y que
evalia polimorfismos en CYPIA2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4, 5,7y

transportadores.”™’

Por otra parte, un ADNCchip versatil disefiado tanto para diagndstico como
para investigacion es el PHARMAChip de la empresa espaiola Progenika Biopharma
S.A., el cual permite la identificacién de 85 de los polimorfismos farmacogenéticos mas

relevantes y mejor caracterizados en la literatura cientifica internacional, con una
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sensibilidad y especificidad superiores al 99.9%. El PHARMAChip detecta
polimorfismos en una decena de genes de los Citocromos CYP450 y otros 25 genes
implicados en la metabolizacién y transporte de farmacos. Esta prueba también
proporciona un reporte en el cudl se predice el fenotipo metabolizador en el paciente
para cada uno de los genotipos revelados, permitiendo con ello hacer recomendaciones
del tipo y dosis de medicamentos con los que mejor se trataria la enfermedad de un
determinado paciente, pasando asi del andlisis genético molecular a la era de la
farmacogenética con bioandlisis genomicos de medicina personalizada.40 Hasta el
momento, esta tecnologia se ha empleado en diversas investigaciones para evaluar

simultdneamente diversos genes y marcadores.
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3.5 Justificacion

Los factores hereditarios contribuyen hasta en un 30% de la variacién

interindividual en el metabolismo de farmacos.

Los genes que se han visto asociados a esta variabilidad, son aquellos de cuyos

productos depende el proceso ADME.

La farmacogenética permite revelar la variacion génica que condicionan la

eficacia y toxicidad con la que cada individuo responde a los farmacos.

Dada la alta demanda en México de estudios de bioequivalencia para la
aprobacion de farmacos genéricos, es importante valorar la aplicacion de la

farmacogenética para una mejor seleccion de voluntarios.
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3.6 Hipotesis

La identificacion de polimorfismos génicos caracteristicos de nuestra poblacion,
en genes que intervienen en el metabolismo y transporte de farmacos mismos que
presentardn una distribucion diferente a la de otras poblaciones, permitird una mejor
prediccidn de fenotipo (tipos de metabolizadores) de los voluntarios incluidos en nuestro
pais, en protocolos de bioequivalencia para medicamentos de alta variabilidad

farmacocinética.
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3.7 Objetivos

3.7.1 Objetivo general

Determinar las variantes génicas que en individuos del NE de México que
participan como voluntarios en estudios de bioequivalencia, influyan en el metabolismo

de farmacos de alta variabilidad farmacocinética.
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3.7.2 Objetivos especificos

1. Identificar estudios de bioequivalencia para farmacos de alta variabilidad
farmacocinética y a partir de los voluntarios participantes:

a. Generar una base de datos con la informacién demogréfica y clinica de
los sujetos voluntarios.

b. Extraer ADN gendmico a partir de sangre periférica de los sujetos y
resguardarlo en el Biobanco de la Unidad de Biotecnologia Médica, del Departamento de
Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina, UANL.

2. Clasificar el tipo de metabolismo (fenotipos) de cada individuo, mediante el
andlisis de los perfiles farmacocinéticos obtenidos de estudios de bioequivalencia para
farmacos de alta variabilidad.

3. Determinar en el ADN gendmico de los voluntarios, las frecuencias alélicas y
genotipicas de 87 polimorfismos en 36 genes con potencial impacto en el metabolismo de
farmacos.

4.  Analizar la posible asociaciéon entre los genotipos de cada uno de los genes

evaluados y los fenotipos metabolizadores.

34



Aplicacion de la farmacogendmica en la prediccion de la respuesta a farmacos de alta variabilidad farmacocinética

2013

CAPITULO 4

MATERIAL Y METODOS

4.1 Modelo experimental

La atorvastatina (ATV) es un medicamento comunmente empleado en el
tratamiento de la hipercolesterolemia, factor predisponente para desarrollar
ateroesclerosis. La ATV actua inhibiendo la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A
(HMG-CoA) reductasa, enzima esencial en la biosintesis de colesterol, al catalizar la
conversion de HMG-CoA a mevalonato, precursor de esteroles como el colesterol. El
uso de la ATV disminuye el riesgo de ateroesclerosis, al reducir los niveles de
lipoproteinas de baja densidad unidas a colesterol (C-LDL).*! Este farmaco, es
administrado via oral, como una sal de calcio (forma 4cida) y el rango de dosis estandar

oscila entre 10 y 80 mg/dia. Una vez que la ATV es ingerida, en su metabolismo
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participan varias enzimas. Entre las mds importantes se encuentra la derivada del gen
CYP3A4 y que se encarga de transformar la ATV a su forma lactona
(farmacoldgicamente inactiva) y posteriormente en dos metabolitos farmacolégicamente
activos (2-hidroxi-atorvastatina y 4-hidroxi-atorvastatina).***> Después, la ATV vy sus
metabolitos secundarios, son glucuronizados por accién de las enzimas uridin
difosfoglucuronosil transferasas (UGTIAI y UGTIA3).** Ademis de estas enzimas del
metabolismo fase I y II, respectivamente, existen proteinas transportadoras que también
intervienen en el metabolismo de ATV, como lo son: la glicoproteina P producto del gen
MDRI1 (ABCBI), el polipéptido-transportador de aniones orgénicos (OATPIBI y
OATPIB3) codificados por los genes SCLOIBI y SCLO1B3"™ y la proteina de

resistencia al cancer (BCRP2), producto del gen ABCG?2 (figura 3).48’49
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en el metabolismo y eliminacién de las estatinas son el higado y en menor grado el
rifién. El metabolismo es catalizado por enzimas de las familias génicas CYP y UGT,

siendo la principal via de eliminacién por el transportador ABC.

La farmacocinética de ATV presenta alta variabilidad interindividual de hasta
seis veces.”” Esta discrepancia farmacocinética revela variaciones del proceso ADME,
que experimenta un firmaco durante su paso por el cuerpo humano.” Factores como la
edad, sexo, grupo étnico y la variabilidad genética intervienen en dichas diferencias
interindividuales.'>** Los factores genéticos, son responsables de alrededor del 15 al
30% de la variacion interindividual del metabolismo, asi como también de la respuesta a
cierta clase de farmacos. Sin embargo, en algunos medicamentos este porcentaje puede

aumentar hasta un 95%.%°

4.2 Validacion del método de cuantificacion

A partir de un estandar de ATV Cilcica (USP), se prepararon las curvas y
controles partiendo de un stock de 1ug/mL con Metanol grado HPLC (Fermont) y H,O
al 50%. Para preparar los estandares, partiendo del stock se realizaron diluciones en
plasma blanco (sin ATV) para igualar la matriz bioldgica en la cual se cuantifica el
metabolito a 100, 50, 25, 10, 5, 2.5, y 0.5 ng/mL. De igual manera se prepararon los

controles a concentraciones de 75, 35, 7.5, y 1.7 ng/mL.
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El método fue validado usando las curvas y controles previamente preparados
para determinar los siguientes pardmetros: especificidad, linealidad, limite de deteccién
y cuantificacién, precision y exactitud, estabilidad (en funcién del tiempo, en funcién de
ciclos de congelacién y descongelacion), influencia de hemdlisis y muestras quilosas en

la determinacién de ATV, estabilidad en el auto-muestreador, recobro y tolerancia.

Los niveles plasmaticos de ATV cdlcica fueron medidos a través de
cromatografia de alta resolucién y espectrometria de masas en tindem (HPLC/MS/MS)
Agilent 1100 equipado con auto-muestreador, bomba binaria y triple cuadrupolo
(MS/MS) Agilent 6410 (Agilent Technololgies, Santa Clara, CA). Se utiliz6 una pre-
columna C18 y una columna C18 Synergi™ 4um Fusion-RP 80 A LC 50 x 2 mm de
(Phenomenex, Torrance, CA). Las muestras de plasma fueron descongeladas
cuidadosamente (100 pL) y después las proteinas fueron precipitadas agregando
acetonitrilo (400 puL). Luego se agitaron en vortex por 4 min a 70 rpm. Posteriormente
fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante 10 min a 10 °C, 300 puL del sobrenadante
fueron colocados en un vial y llevados al sistema cromatografico para su andlisis. Las
muestras inyectadas fueron eluidas con la fase mdvil consistente de: A) agua con 0.1%
de 4cido férmico, B) acetonitrilo (30:70). La temperatura de la columna fue de 40 °C y
un flyjo de 0.4 mL/min, la temperatura del auto-muestreador fue de 20 °C. El volumen
de inyeccién fue de 5 puL, y la deteccion fue llevada a cabo usando un detector MS/MS

ESIi6n precursor (+) 559.3 m/z y 16n producto (+) 440.3 m/z.
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4.3 Sujetos de estudio

Fueron reclutados 498 voluntarios sanos del noreste de México y 60 fueron
seleccionados para este estudio piloto. Los criterios de inclusién fueron: hombres de 18
a 45 anos, peso > 50 Kg, disposicion para completar el estudio, seronegatividad para
VIH, VHC y VHB, indice de masa corporal (IMC) de 20 a 26 Kg/mz, valores normales
en los resultados de laboratorio (biometria hemdtica, quimica sanguinea, pruebas
funcionales hepaticas y examen general de orina). Fueron excluidos del estudio aquellos
que presentaran condiciones médicas inadecuadas, anormalidades en los resultados de
laboratorio, asi como también los que fueran discordantes con la Norma Oficial
Mexicana NOM-177-SSA1-1998. El Comité de investigacion de Ipharma S. A. de C. V.,
aprobaron el protocolo (Atorvastatina/A95-10Bis). Se obtuvo la firma del

Consentimiento Informado de todos los voluntarios incluidos en el presente estudio.

4.4 Obtencion de los perfiles farmacocinéticos

Después de un ayuno de 10 h en la clinica (Ipharma S. A. de C. V.), a cada sujeto
se les administré una sola dosis de 80 mg de ATV cdlcica [R-(R*, R*)]-2-(4-
fluorofenil)-PB, o-dihidroxi-5-(1-metiletil)-3-fenil-4-[(fenilamino) carbonil]-1H-pirrol-1-

acido hepatonico, sal de calcio (2:1) trihidratado adquirido de Pfizer Pharmaceuticals
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LLC (Caguas, PR). Se obtuvieron 4 mL de sangre venosa antes de la administracion de
ATV (tiempo 0.0) y después de administrado el medicamento a cada voluntario se les
tomaron 17 muestras de sangre a los siguientes tiempos: 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0,
2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0, 12.0, 24.0, 36.0 y 48.0 h a cada uno de los sujetos de
estudio. Las muestras fueron colectadas en K, EDTA Vacutainers de BD Diagnostics
(Franklin Lakes, NJ). El plasma fue separado por centrifugacién (15 min a 2,800 rpm a
4°C) y resguardado en crioviales a -80°C hasta su posterior andlisis, usando el método
validado por Ipharma S. A. de C. V.93 Dyrante la corrida de las muestras, se evalud
la linealidad interdia realizando curvas de calibracion de 0.5 a 100 ng/mL (0.5, 2.5, 5.0,
10.0, 25.0, 50.0 y 100), asi mismo se evalud el control de calidad intradia utilizando

controles de (1.7, 7.5, 50.0 y 75.0 ng/mL) cada 8 muestras.

4.5 Analisis de los perfiles farmacocinéticos

El software PK/PD de modelado no lineal WinNonlin 5.3 (Pharsight Corp.,
Mountain View, CA) fue utilizado para el andlisis farmacocinético. La concentracion
maxima en plasma (Cyax) y el tiempo establecido para alcanzar Cpyax (Thax), fueron
calculados de los datos concentracidn-tiempo observados en los niveles plasmaticos. Los
parametros farmacocinéticos se estimaron a partir de un método no compartimental
después de la administracion oral de una sola dosis de ATV y fueron los siguientes: el
area bajo la curva de la concentracion plasmética desde el tiempo O al tiempo de la

ultima determinacion (AUC) calculado usando la regla trapezoidal lineal-logaritmica:
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el area bajo la curva de 0O a infinito (AUCy.»,), aclaramiento sobre la fraccion de la dosis
absorbida (CI/F), volumen de distribucién sobre la fraccién de la dosis absorbida (Vd/F),
constante de eliminacién en la fase terminal (Ke) y vida media en la fase terminal del

farmaco (Typ).

4.6 Clasificacion metabolica

Para la clasificar el metabolismo, se realiz6 un andlisis de clusters a partir del
criterio de la distancia de Manhatan y el método jerarquico de Ward, usando el software
Minitab 16 demo (Minitab Inc., StateCollege, PA), en base a la combinacién de los

parametros AUCy. y Chax-

4.7 Obtencion del ADN

Del paquete celular remanente, se extrajo ADN genémico a través del método
lisis alcalina para células eucariotas,” se evalud su integridad por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Posteriormente fue cuantificado usando el
NanoDrop 2000C (Thermo Scientific). La calidad fue evaluada por amplificacion por
medio de PCR en tiempo real para el gen de referencia del coldageno tipo 7 (COL 7A)
usando sondas TagMan y oligos especificos (Applied Biosystems, Foster City,

California). En el caso de los 60 voluntarios del protocolo de ATV se evalud la calidad
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por medio de PCR de punto final, amplificando un fragmento de 1500 pb del gen de
referencia de la hormona de crecimiento (GH). A partir del DNA extraido se
determinaron los polimorfismos en los genes relacionados con el metabolismo de
farmacos, por medio del PHARMACchip de Progénika Biopharma S. A. (Derio, Bilbao,

Espana).

4.7.1 Genotipificacion de polimorfismos

Después de la obtenciéon del ADN genémico de cada uno de los voluntarios, las
muestras fueron amplificadas por medio de la reacciéon en cadena de la polimerasa, en
siete reacciones multiplex, siguiendo el protocolo validado por el fabricante.” El
tamizaje de polimorfismos se realizd, usando el microarreglo PHARMAchip (Progénika,
Derio, Bilbao, Espafia). Este dispositivo permitié el rastreo simultidneo con sondas
oligonucleotidicas de 85 polimorfismos génicos en 34 genes que intervienen en el
metabolismo y respuesta a farmacos, con una sensibilidad y especificidad de mas del
99.9%. Se evaluaron genes de la familia de los Citocromos P450, asi como también
genes involucrados en el metabolismo de fase II, transportadores y receptores (cuadro
1). Los productos amplificados, fueron fraccionados con enzimas de restriccién, seguido
de su marcaje fluorescente e hibridizacion al microarreglo, en la plataforma
automatizada TECAN HS4800PRO (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, AZ). Por
ultimo, el microarreglo fue revelado empleando el escaner Innoscan 710 (Innopsys S.

A., Carbonne, FR). Las variantes polimérficas fueron determinadas mediante el software
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PHARMACchip V.3.2.9.22 Los marcadores Rs2231142 (C__15854163_70) y Rs4149056
(C__30633906_10) en los genes ABCG2 y SLCOIBI, respectivamente, fueron
analizados usando el método validado para ensayos de genotipificacion (Applied

Biosystems, Foster City, California) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

43



Aplicacion de la farmacogenomica en la prediccion de la respuesta a farmacos de alta variabilidad farmacocinética 2013

144

Cuadro 1. Lista de genes y polimorfismos que analiza el PHARMAchip.

CYPIAI Ile462Val GSTM1 Presente/Nulo ' MDRI C3435T < ADRBI Arg389Gly ADDI Gly460Trp
CYPIA2 *1,*¥1C,*1F, *7, *11 GSTM3 *A, *B ADRB2 Argl6Gly = AGT Met235Thr
GIn27Glu
CYP2B6 G516T GSTP1 *]le, *Val AGTRI  A1166C CHE Asp70Gly
Ala539Thr
CYP2C19 T *’1 0 > 2 77 77 | GSTT1 Presente/Nulo BDKRB2  C-58T comr Vall08Met
*4, *5B, *5C,
* *k
CYP2CS$ *1, *¥2, *¥3, %4 NAT2 6f1’27];3 ’*1132A’ DRD3 Ser9Gly - DPYD  IVS14+1G>A
*14A , *14B,
CYP2C9 *1, *¥2, *#3, *4, *5, *6 TPMT *1,%2, %34, GRIN2B C2664T = ERCC2 Lys751GlIn
> *3B, *3C, *3D
*1’ *2’ *3’ *4’ *5’ *6, *7, *8’
*9, %10, *11, *14A, *14B, *15,
*17, *19, *20, *25, *26, *29, Hisd52Tyvr
CYP2D6 *30, *31, *35, *40, *41, *1XN, HTR2A T102Cy > IL10 G-1082°
*2XN, *4XN, *10XN, *17XN,
*35XN, *41XN, Duplicacién y
Delecion
CYP3A4 *1, *1B MTHFR C677T
CYP3A5 *1, *3, %6, *8, *9, *10 TNFo. G-308*
TYMS Delecion 3°-

UTR 6pb
VKORCI  G-1639°
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4.8 Analisis estadistico para determinar posibles asociaciones entre fenotipos

y genotipos

La asociaciéon entre los tres fenotipos metabolizadores y los tres posibles
genotipos para cada gen fue calculada usando la prueba exacta de Fisher. Para evaluar la
posible asociacion de los valores promedio de los pardmetros farmacocinéticos [Cpax
(ng/mL), AUCy, (ng/mL*h), AUCp. (ng/mL*h) y CI/F (L*h)] con cada genotipo, se
utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis. El paquete estadistico SPSS V. 20 (IBM
Corp.,Armonk, NY) fue usado para determinar la asociacion. Un valor de p menor a

0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1 Identificacion de protocolos de farmacos de alta variabilidad

farmacocinética

De los protocolos de bioequivalencia realizados en Ipharma S. A. de C. V., se
obtuvieron 498 muestras de ADN correspondientes a 13 estudios de bioequivalencia y
fue calculado el coeficiente de variacion (%CV) interindividuo para cada uno de los

estudios. En el cuadro 2 se resumen los resultados obtenidos.
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Cuadro 2. Identificacién de los protocolos de firmacos de alta variabilidad

farmacocinética.

Atorvastatina
Simvastatina
Carbamazepina
ATV/L-Carnitina
Tramadol
ATV/Acido Fenofibrico
Ketoprofeno
Lamivudina/Zidovudina
Ibuprofeno
Telmisartan
Valsartan
Clortalidona/Atenolol
Telmisartan

% de CV calculado

39
18
11
44
19
43/27
19
23/17
12
35
58
25/28
33

60
20
28
40
28
32
34
53
28
52
48
24
51

En el cuadro 2 se puede observar los farmacos analizados en cada estudio y el %

de CV interindividuo, el cual para medicamentos de alta variabilidad farmacocinética

este tiene que ser mayor al 30%, también se observa la N por cada estudio. Cabe

mencionar que los fairmacos que mds alta variabilidad farmacocinética presentaron son

los anti-hipertensivos como el Telmisartidn (35 y 33 % de CV), Valsartan (58 % de CV),

asi como también las estatinas utilizadas en el tratamiento de las dislipidemias tales

como Atorvastatina (39, 44 y 43 % de CV). Esto es evidente en la cantidad de sujetos

reclutados para el estudio de estos farmacos, que resultaron los de mayor N.
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A partir de los voluntarios participantes se obtuvieron muestras de ADN de cada
uno de ellos, a las cuales se les evalu6 la calidad mediante su cuantificacién y
amplificacion del gen de referencia COL7A para la busqueda de la mutacion INSG2470,
mediante un ensayo de discriminacién alélica. En el cuadro 3 se muestran los valores

promedio de las 498 muestras cuantificadas.

Cuadro 3. Pardametros de calidad del ADN extraido.

N=498---

750.00  125.84 pg 1.92 2.630 41.62 ug
WDEY 155.95 23.4 0.090 0.173 9.2

El valor promedio de la relacion 260/280 fue de 1.92, valor cercano a 2, lo que
indica una buena calidad en las muestras con respecto a la cantidad de proteinas o
contaminacion con solventes orgéanicos. Asi mismo, la relacion 260/230 se encuentraba
entre 2 y 3 lo que indic6 una buena calidad con respecto a la presencia de ARN en la

muestra.

Para evaluar la calidad, se amplificé el gen de referencia COL 7A mediante PCR
en tiempo real buscando la mutaciéon INSG2470 en un ensayo de discriminacién alélica.

Los resultados se pueden observar en la figura 4.
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Figura 4. Plot de discriminacién alélica para la mutaciéon INSG2470 en el gen de

COL 7A.

Imagen de un plot de discriminacion alélica donde se puede observar la sefial
proporcionada por marcadores fluorescentes, indicando que las muestras fueron

amplificables usando un total de 20 ng/uL. de ADN.

A partir de ahora se mostraran los resultados obtenidos para nuestro

modelo experimental Atorvastatina (ATV).

En el protocolo para ATV fueron incluidos 60 voluntarios sanos, los datos
demograficos promedio son mostrados en el cuadro 4.

49



Aplicacion de la farmacogendmica en la prediccion de la respuesta a farmacos de alta variabilidad farmacocinética 2013

Cuadro 4. Datos demograficos de los voluntarios del protocolo de ATV.

23.43 24.01 70.58

- 164 0131 435 824  0.065

Los valores promedio para indice de masa corporal (IMC), superficie corporal
(SC), edad, peso, estatura y el sexo de los sujetos de estudio son similares entre los

sujetos esto lo podemos asumir observando los valores de la desviacién estandar (DE).

De los voluntarios incluidos en este estudio piloto el 83% son originarios del
estado de Nuevo Ledn y la mayoria de ellos de ocupacioén estudiante (73%) como se

muestra en la figura 5.

2% Lugarde Nacimiento Ocupacion
2%
2% [2% mNuevoleon 5% 3% 2%

1%

u San Luis Potosi

® Estudiante

# Empleado
Profesionista

m Desempleado
Pasante

Tamaulipas
m Coahuila
Oaxaca
m Hidalgo

= Comerciante

Guanajuato
Veracruz

Figura 5. Origen y ocupacién de los voluntarios del protocolo de ATV.
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De cada uno de los participantes se obtuvieron muestras de sangre de las cuales
se les extrajo el ADN. Este fue cuantificado y los resultados se muestran en el cuadro 5.
El ADN fue evaluado en su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%

(figura 6) y su calidad amplificando el gen de referencia de la hormona del crecimiento

(GH), figura 7.

Cuadro 5. Valores promedio de los pardmetros de calidad del ADN.

N=60 -----

852.00 144.84pug  1.99 2.68 48.28 g
WDEY 105.95 18.7 0.082  0.1625 8.3

o = o
“'”"“'”‘whwmﬁﬁﬁﬂﬁﬂﬁﬁfﬂg}ﬁ

chessESsS oo s -

)

Figura 6. Evaluacién de la integridad del ADN. En la imagen de la evaluacién
de la integridad del ADN gendémico de los voluntarios, se puede observar que la mayoria

de las muestras obtenidas presentan la misma concentracion y no presentan degradacion

importante.
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Figura 7. Amplificacién de las muestras de ATV para el gen de referencia GH.
En la figura se puede observar la amplificacion de un fragmento de 1500 pb en todas las

muestras evaluadas.

Las 60 muestras del protocolo de ATV cumplieron con los pardmetros de calidad

antes mencionados y por lo tanto fueron congeladas a —20°C hasta su analisis.

5.2 Validacion del método de cuantificacion

El método de cuantificacion fue validado en Ipharma S. A. de C. V. En la
especificidad se evaluaron diferentes sustancias de uso comtin, como las que se muestran
en el cuadro 6, ninguno de las metabolitos analizados, asi como muestras hemolizadas
(PH) y muestras quilosas (PQ) presentan sefial en el tiempo de retencién de ATV y por

lo tanto el método fue especifico.
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Cuadro 6. Especificidad del método de cuantificacion.

Ac. Acetilsalicilico Negativa
Ac. Salicilico Negativa
Cafeina Negativa
Diclofenaco Negativa
Ketoprofeno Negativa
Ibuprofeno Negativa
Ketorolaco Negativa
Naproxeno Negativa
Acetaminofen Negativa
Teobromina Negativa
PH Negativa

PQ Negativa

En la linealidad se evaluaron 5 curvas a 7 concentraciones diferentes donde €l %
de CV para el nivel més bajo debe ser < al 20 %, siendo para el resto de los niveles < al
15% y una correlacién promedio > 0.99, por lo tanto nuestro método es lineal. Los

resultados son mostrados en el cuadro 7.

Cuadro 7. Linealidad del método de cuantificacion.

2.800 1.512 3.201 2.764 1.131 1.260 0.625
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El limite de cuantificacion se establece con la concentracion mas baja de la curva
de calibracién y debe presentar un % de CV < al 20 % y la relacién sefial/ruido del
limite de deteccién debe ser mayor a 2. Los resultados obtenidos se muestran en el
cuadro 8, donde podemos observar que él método de cuantificacién es confiable hasta
una concentraciéon de 0.50 ng/mL. No obstante, el método permite detectar adn
concentraciones mds bajas (0.25ng/mL), este resultado nos permite establecer hasta

donde es sensible nuestro método de cuantificacion.

Cuadro 8. Limite de cuantificacion y limite de deteccion.

0.50 ng/mL 0.25 ng/mL
2.8 % CV Sefial/Ruido > 2

Para saber cudnto tiempo es estable la sustancia en la matriz biolégica (plasma
blanco), se evalud la estabilidad a diferentes tiempos y a ciclos de congelacién-

descongelacion.

La sustancia fue estable en la matriz biologica a 38 dias, 11 horas en el auto-
muestreador y después de 3 ciclos de congelacion descongelacion. Los resultados se

muestran en el cuadro 9.
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Cuadro 9. Estabilidad de la sustancia.

Estable Estable Estable

Los resultados de la precision, exactitud, recobro, PH y PQ se resumen en el
cuadro 10, los valores del % de CV deben son menores al 15% y por lo tanto el método
fue preciso en inter-andlisis e intra-andlisis. El % de error es menor al + 15% y por lo
tanto el método es exacto. Lo hemolizado y lo quiloso no afectan la determinacién de
ATV en plasma (< 15% de CV). El porcentaje de recuperacion se encuentra entre un 80

y 100% y por lo tanto se cumple con la norma.

Cuadro 10. Precision, exactitud, recobro, determinacién en PH y PQ.

3.844  -1.426

3.293 5.316 1.036 1416  -2.885 85.954
3.162 4.023 0.544  0.59 -3.284 88.000
1.747 2.513 0.166 1.63 -5.442 88.277
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5.3 Analisis de los perfiles farmacocinéticos

Después del andlisis de los perfiles farmacocinéticos, se obtuvieron los valores
de los siguientes pardmetros: AUCy, AUCy.., CI/F, Vd/F, Ke y Ty, para cada uno de
los 60 voluntarios participantes, los valores promedio para cada uno de los pardmetros

farmacocinéticos se resumen en el cuadro 11.

Cuadro 11. Datos farmacocinéticos promedio de ATV en los voluntarios.

161.171 175.126  46.974 565.3223 8443.4336 0.078 11.161 1.529

- 86.775 87.244 23.34  265.572 4931.734 0.034  6.579 0.955

Se puede observar como las desviaciones estindar de los pardmetros

farmacocinéticos ABCy., AUCy., CI/F, Vd/F, Ke, T2 y Tmax fueron muy grandes, de
alrededor del 50% de los valores obtenidos, esto nos indica que existe una alta

variabilidad interindividual en el metabolismo de ATV.
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5.3.1 Fenotipos metabélicos

La clasificacion metabdlica permitio la identificacion de tres diferentes fenotipos

para el metabolismo de ATV, (figura 8).

El dendrograma es la representacion grafica del andlisis de clusters (Figura 8), ha
sido utilizado en otros estudios para agrupar similaridades de concentraciones
plasmaticas.”® En nuestro andlisis observamos la formacién de tres clusters diferentes:
un cluster correspondiente a los metabolizadores ripidos (28.33%), otro a los
metabolizadores normales (41.66%) y un tercero a los metabolizadores lentos (30%),
con un valor promedio de AUCy; = 84.10 ng/mL*h, 159.32 ng/mL*h y 235.68
ng/mL*h, respectivamente y una Cy,,x promedio de 24.10 ng/mL para el primer cluster,
40.97 ng/mL para el segundo cluster y 76.91 ng/mL para el tercer cluster (95% de
intervalo de confianza). Los valores promedio obtenidos para los pardmetros utilizados
en la clasificacion, son mayores en el grupo de metabolizadores lentos comparados con
los alcanzados por los metabolizadores normales y metabolizadores rdpidos. Las medias
obtenidas por los metabolizadores normales fueron menores que las de los
metabolizadores lentos y mayores que las de los metabolizadores rapidos, siendo estos
ultimos quienes mostraron valores mds bajos para las medias del AUCy; y Cpax,
resultados esperados ya que estos dos pardmetros farmacocinéticos se utilizaron para
establecer la clasificacion fenotipica, el resumen de los resultados se muestra en el

cuadro 12.
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Dendrograma con enlace de Ward y distancia de Manhattan ABCO-t y Cmax
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Figura 8. La clasificacion de fenotipos en el grupo piloto. Se muestra el
dendrograma con enlace de Ward y distancia de Manhattan. Se acoplan los grupos en

base a las similaridades de concentraciones plasmaticas. El color rojo indica un

metabolismo rdpido, el verde un metabolismo normal y el azul un metabolismo lento.
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Cuadro 12. Valores promedio de los pardmetros farmacocinéticos por fenotipo.

Lento 76.91 (69.64 - 84.18)  235.68 (188.61-282.76)

Normal  40.97 (38.47-43.47)  159.32 (140.18-178.46)

Répido 24.1 (20.23-27.98) 84.1 (72.05-97.94)

Datos mostrados como medias (intervalo de confianza del 95%).

Para hacer mds gréficas estas diferencias, en la figura 9 se muestran las
diferentes curvas farmacocinéticas obtenidas para cada uno de los fenotipos. Se puede
observar que los metabolizadores rdpidos presentan una curva pequefia, siendo que los
metabolizadores normales presentan un drea mayor. Los metabolizadores lentos son los
que presentan curva farmacocinética mas grande. Comparando los valores obtenidos de
los pardmetros farmacocinéticos Cpnax y AUCy, entre un metabolizador rdpido y un

metabolizador lento. Esta diferencia es de alrededor de 10 veces.
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Metabolizador pobre Metabolizador rapido
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Figura 9. Diferencias de las curvas farmacocinéticas y los pardmetros
farmacocinéticos entre fenotipos metabolizadores. La curva mds pequefia en color rojo
corresponde a un metabolizador rdpido, la curva intermedia en color verde corresponde a
un metabolizador normal y la curva més grande en color azul corresponde a un
metabolizador lento. El metabolizador lento (izquierda) metaboliza 10 veces menos la

ATV, comparado con un metabolizador rapido (derecha).
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Cuadro 13. Frecuencias alélicas y genotipicas de los genes involucrados en el metabolismo de farmacos.

CYP1A1

CYP1A2

CYP2B6

CYP2C19

CYP2C8

CYP2C9

CYP2D6

CYP3A4

CYP3AS5

GSTM1

GSTM3

Ile462Val
*1, *1F
G516T
*1, *2
S, 3

*], *3

%], %2, *4

*] *B
*] %3
P/A

*A, *B

Ile = 0.67

*¥1=0.23

G =0.78

*1=0.84

*1=0.91

*1=0.95

*1=0.70

*1=0.94

*1=0.19

P=0.63

*A=0.96

5.4 Frecuencias alélicas y genotipicas

Val =0.33

*1F=0.77

T=0.22

*2=0.16

*3 =0.09

*3 =0.05

*¥2=0.22

*4 =0.08

*1B =0.06

*3=.081

A=0.37

*B =0.04

Ile/lle = 0.47

*1/*%1 = 0.08

G/G =0.60

*1/¥1 = 0.693

*1/*¥1 =0.82

*1/¥1=0.9

*1/*1 = 0.48

*1/*1 = 0.88

*1/%1 = 0.03

*A/*A =0.92

Ile/Val = 0.40

*1/*1F = 0.30

G/T=0.37

*1/¥2=0.29

*1/%3=0.18

*1/%3=0.1

*1/%2 =0.37

*1/%4 = 0.074

*1/#1B = 0.12

*1/%3 = 0.31

*A/*B =0.08

Val/Val =0.13

*1F/*1F = 0.62

T/T =0.03

*2/*%2 = .017

*3/%3=0.0

*3/¥3=0

*¥2/¥2=0

/%4 = 074

*1B/*1B =0

*3/%3 = 0.66

*B/*B =0

1.564

0.386

0.284

0.538

0.169

3.403

0.23

0.005

0.113

0.439

0.211

0.534

0.594

0.463

0.681

0.333

0.631

0.941

0.736
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9

12

13

14

15

16

17

20

21

22

23

24

25

GSTP1

GSTT1

NAT,

TPMT
MDRI1
ADRBI1
ADRB2
AGTR1
BDKRB2
DRD3

GRIN2B

HTR2A

ADD1

AGT

Ile105Val

P/A

*4,%5B, *SA,
*5C, *5D

*6A, *7B,

*1, *#3
C3435T
Arg389Gly
Argl6Gly
A1166C
C58T
Ser9Gly
C2664T
His452Tyr
C102T
Gly460Trp

Met235Thr

Ile =0.48

P=0.17

*4=0.29

*1=0.99
C=048
Arg =0.82
Arg =0.31
A=0.72
C=0.62
Gly =0.50
C=0.65
His = 0.89
C=0.61
Gly =0.83

Met = 0.30

Val =0.52
A=0.83
*5A =0.05
*5B =0.29
*5C =0.08
*6A =0.07
*7B = 0.06
*3=0.01
T=052
Gly =0.18
Gly =0.69
C=0.28
T=0.38
Ser =0.50
T=0.35
Tyr=0.11
T=0.39
Trp=0.17

Thr =0.70

Ile/lle = 0.22

*4/*4 = 0.08

*1/%¥1 =0.98
C/C=022
Arg/Arg = 0.70
Arg/Arg =0.12
A/A =0.54
C/IC=0.38
Gly/Gly =0.28
C/IC=044
His/His = 0.78
C/IC=0.38
Gly/Gly = 0.67

Met/Met = 0.06

Ile/Val = 0.53

*4/%5B = 0.23
*4/*5D = 0.06
*5B/*5B =0.08
*5B/*7B = 0.08
*6B/*6A = 0.08
*1/%3 =0.02
C/T =0.53
Arg/Gly = 0.25
Arg/Gly = 0.38
A/C=0.35
C/T=0.48
Gly/Ser = 0.44
C/T=0.42
His/Tyr = 0.22
C/T=0.45
Gly/Trp = 0.28

Met/Thr = 0.47

Val/Val = 0.25

*5A/*5C =0.1
i
i
i
i
*3/%3 =0
/T =0.25
Gly/Gly = 0.05
Gly/Gly =0.5
C/C=0.11
T/T=0.14
Ser/Ser = 0.28
T/T=0.14
Tyr/Tyr =0
T/T=0.17
Trp/Trp = 0.05

Thr/Thr = 0.47

0.276

0.005

0.276

1.08

0.615

0.979

0.036

1.066

0.253

0.886

0.186

0.439

0.74

0.599

0.94

0.599

0.298

0.432

0.322

0.847

0.301

0.614

0.347

0.666

0.507

0.389
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Asp70Gly Asp =0.99 Gly =0.01 Asp/Asp =0.98 Asp/Gly =0.02 Gly/Gly =0 0.004 0.948
26 BCHE

Ala539Thr Ala=0.875 Thr=0.125 Ala/Ala =0.75 Ala/Thr =0.25 Thr/Thr =0 1.224 0.268
27 COMT Vall08Met Val =0.61 Met =0.39 Val/Val =0.37 Val/Met = 0.48 Met/Met = 0.15 0.012 0911
28 DPYD IVS14+1G>A G=1.0 A=0.0 G/IG=1.0 G/A=0.0 A/A=0.0 4E3 0.994
29 ERCC2 Lys751GIn Lys=0.75 Gln =0.25 Lys/Lys =0.57 Lys/Gln = 0.37 GIn/GlIn = 0.06 0.029 0.863
30 1IL10 G1082A G=0.31 A =0.69 G/G=0.15 G/A =032 A/A=0.53 3.98 0.046
31 MTHFR C677T C=0.54 T=0.46 C/C=0.23 C/T=0.62 T/T=0.15 3.512 0.06
32 TNF G308A G=0.92 A=0.08 G/G=0.84 G/A=0.16 A/A=0.0 0.402 0.525

Del/Ins 3°-
33 TYMS Del =0.40 Ins = 0.60 Del/Del =0.13 Del/Ins = 0.53 Ins/Ins = 0.34 0.74 0.389

UTR 6pb
34 VKORC1 G1639A G=0.53 A=047 G/G=0.28 G/A =0.50 A/A=0.22 0.001 0.972
35 ABCG2 Rs2231142 G=0.83 T=0.17 G/G=0.68 G/T=0.30 T/T =0.02 0.384 0.535
36 SLCO1B1 Rs4149056 C=0.10 T=0.90 C/IC=0.02 C/T=0.16 T/T =0.82 0.329 0.566

P = marcador presente, A = marcador ausente, + = genotipos con frecuencia < 0.01, ¥ = no calculado.
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Se obtuvieron las frecuencias alélicas y genotipicas de marcadores en genes con
posible impacto en el metabolismo de ATV, correspondientes a los 60 voluntarios que
participaron en este estudio piloto. De los 33 genes a los cuales se les calculd el

equilibrio de HW, todos se encontraron en equilibrio (p < 0.05) (cuadro 13).

5.5 Analisis estadistico para determinar posibles asociaciones entre fenotipos y

genotipos

De todos los genes analizados, sélo el gen MDRI mostrd asociacion entre los
fenotipos y los genotipos (p = 0.040). Los resultados del anélisis de asociacion para los
genes mds importantes en el metabolismo de ATV se muestran en los cuadros 14, 15y

16.

Cuadro 14. Andlisis de asociacion del gen CYP3A4.

22 53

*1/*1 16
*1/*1B 2 3 7
*1B/*1B 0 0 0
p=1.0
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Cuadro 15. Andlisis de asociacién del gen CYP3AS.

0 1 1

*1/*1
*1/%3 3 8 7
*3/%3 13 16 9

p=0.250

Cuadro 16. Anilisis de asociacion del gen MDRI.

C/T 13 13 6
T/T 5 5 5
p = 0.040

Dado que solo en el gen MDRI se encontrd asociacion entre fenotipos y

genotipos, se calculd la asociacion de los valores promedio de los pardmetros
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farmacocinéticos [Cpax (ng/mL), AUCy (ng/mL*h), AUCy. (ng/mL*h) y CI/F (L*h)]

con cada genotipo. Los resultados se resumen en el cuadro 17.

Cuadro 17. Asociacion entre los valores farmacocinéticos promedio y genotipos

del polimorfismo C3435T del gen MDRI.

33.76 (27.89 -  129.03 (98.65 - 144.08 (111.52- 652.70 (506.53 -

1
cic 3 39.63) 159.41) 176.64) 798.80)
C/T B 46.6 (38.97-  161.41 (131.50- 175.62 (145.55- 557.40 (470.58 -
54.22) 191.32) 205.69) 644.22)
/T 15 504 (39.33-  172.57 (130.10 - 186.19 (143.23 - 506.63 (406.54 -
61.57) 215.04) 229.15) 606.72)
Valor de P 0.099 0.429 0.48 0.48

Los valores promedios de Cyax, AUCy, AUCy., y CI/F fueron calculados para
cada uno de los tres genotipos (cuadro 17). Se observé un aumento de las cantidades
obtenidas en relacion con la presencia del alelo T. Sin embargo, en la prueba de Kruskal
Wallis, con respecto a los valores promedio de los pardmetros farmacocinéticos, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas, (valores de p = 0.099, 0.429, 0.48,

y 0.48, respectivamente).
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CAPITULO 6

DISCUSION

Los hallazgos encontrados en este estudio piloto donde el metabolismo de sujetos
sanos fue clasificado, describe tres tipos de metabolismo para ATV correspondientes a
los fenotipos metabolizadores: lento, normal y rapido (figura 8). Este resultado es mas
claro cuando se comparan las medias de los valores obtenidos de Cpax Y AUCy. de cada
fenotipo (cuadro 12). Es evidente que en el grupo de metabolizadores lentos, el farmaco
tarda mas tiempo en ser eliminado del organismo y los valores de Cyax y AUC, son
mayores que los de los metabolizadores normales y rdpidos. El nimero y tipo de
fenotipos que nosotros obtuvimos en nuestra poblacién, concuerdan con los reportados
por Gonzalez et al,57 en individuos del oeste de México. No obstante, la evaluacion del
comportamiento de un farmaco recae en dos dreas principalmente: la farmacocinética y

la farmacodinamia. La primera, se enfoca principalmente en evaluar el proceso ADME
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de un medicamento y por lo tanto, la variacién en genes responsables de este proceso
pueden explicar los diferentes fenotipos.® Por esta razén, fue importante determinar las
frecuencias alélicas y genotipicas de 87 polimorfismos en 36 genes relacionados con el

metabolismo de farmacos.

Una vez obtenidas las frecuencias alélicas y genotipicas el equilibrio de HW fue
calculado para 33 genes. Todos los marcadores analizados se encontraron en EHW (p <
0.05) (cuadro 13). El motivo de la exclusién de los genes GSTM1 y GSTTI de este
andlisis, fue debido a que sélo fue detectada la presencia o ausencia de los
polimorfismos evaluados en estos genes en la muestra. Para el caso de NAT>, este gen es
muy polimérfico en nuestra poblacién y por lo tanto el nimero de sujetos por variante

no permitio realizar el calculo (cuadro 13).

Debido a que la ATV es metabolizada principalmente por el producto del gen
CYP3A4,%” la variacién genética en éste puede explicar los tipos de metabolismo
observados para ATV en este estudio. Encontramos que la frecuencia del alelo *1B del
gen CYP3A4 es baja (0.06) en la poblacion de estudio y estd dada tnicamente por los
genotipos heterocigotos (*1/*1B), siendo que el genotipo (*1B/*1B) estuvo ausente
(cuadro 14). Las frecuencias alélicas encontradas para el marcador CYP3A4*1B
concuerdan con las reportadas en poblacion mexicana (0.08),” en poblacion chilena,
(0.11),>* en poblacion brasilefia (0.13)°! y en poblacion europea (0.04), pero difieren de

las reportadas en poblacion africana (0.82) y afroamericana (0.67).62

Asi mismo, el gen CYP3AS5 ha sido relacionado con la respuesta al tratamiento

con estatinas,” por lo tanto buscamos si la variacién en este gen influye en la
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variabilidad farmacocinética encontrada. Nuestros resultados revelan que las frecuencias
para el alelo silvestre de *1 del gen CYP3AS5 es baja (0.19), siendo el alelo variante *3 el
mds abundante (0.81). En este caso se observaron los tres genotipos dados por la
combinacién de estos marcadores, siendo el mds frecuente el genotipo variante *3/*3
(0.66), seguido del heterocigoto *1/*3 (0.31) y *1/*1 (0.03) (cuadro 15). Ademds de
estos marcadores, se encontraron la presencia del alelo *6 del gen CYP3A5 en dos
sujetos de manera heterocigota con el alelo *3. Las frecuencias aqui presentadas son
similares a las reportadas en poblacion chilena para el alelo *3 (0.73),”* en poblacion
europea (0.94)% y en poblacion caucésica (0.93);°* no obstante, las frecuencias son muy

diferentes a las reportadas en poblacién africana (0.12).%*

Finalmente, evaluamos si el marcador C3435T en el gen MDRI podia explicar
los distintos fenotipos observados. Los resultados muestran que el alelo variante T es
mds comun en los sujetos estudiados (0.52). Estos resultados se explican porque el
genotipo mas frecuente fue el heterocigoto C/T (0.53), seguido del homocigoto variante
T/T (0.25) y por dltimo el homocigoto para el alelo silvestre C/C (0.22) (cuadro 16).
Nuestros hallazgos son similares a los reportados para el alelo variante T en poblacion
Lahu (0.54),65 en poblacion holandesa (0.52)66 y en poblacién caucdsica (0.53),64 pero
diferentes a las encontradas en poblacién chilena (0.34),5 % en poblacién africana (0.17) y

afroamericana (0.39).%’
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CAPITULO 7

CONCLUSION

En el presente estudio preliminar de farmacogenética de farmacos de alta
variabilidad, se examinaron el efecto de la variacion génica en el metabolismo de ATV
en un grupo piloto de voluntarios sanos mexicanos. Se encontré evidencia
estadisticamente significativa (p = 0.04), de la asociacion entre los genotipos del
marcador C3435T del gen MDRI y los fenotipos metabolizadores encontrados para
ATV (cuadro 16). A su vez, resultd evidente que los marcadores en los genes CYP3A4 y
CYP3A5, no explican los fenotipos encontrados en este estudio piloto. La ausencia del
genotipo homocigoto variante para el marcador CYP3A4*1B no explica los tres
fenotipos observados. Las aparentes discrepancias entre los fenotipos y los genotipos
encontrados para los marcadores CYP3AS *1, *3 y *6, se explican por la baja frecuencia

del genotipo (*1/*1) y del alelo *6.
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En este estudio para el metabolismo de ATV, sélo pudimos asociar los fenotipos
encontrados con por la variacién génica en el gen MDRI (C3435T) y no por algin otro
gen. Al comparar los valores obtenidos para Cpyax, AUCoy, AUCp y CI/F, estos son
mayores en el grupo de homocigotos C/T y heterocigotos T/T para el alelo T. Sin
embargo, las diferencias no son estadisticamente significativas (cuadro 17). A pesar de
no encontrar significancia estadistica entre los valores de los pardmetros
farmacocinéticos analizados y los genotipos del gen MDRI, estos muestran una

tendencia hacia la asociacién (p = 0.09).

Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo en el cual se utilizan herramientas
de genotipificacion masiva (microarreglos), para predecir el metabolismo de
medicamentos cominmente usados por la poblacién mexicana, como es el caso de la
ATV. Concluimos que es deseable aumentar el nimero de muestras por genotipo, para
incrementar el poder estadistico y asi determinar si las diferencias entre los valores
farmacocinéticos son verdaderamente significativos. Debido a esto, nuestros resultados

pueden ser considerados para meta-andlisis futuros.

La contribucién de este trabajo fue generar informacién acerca de los tipos de
metabolismo de ATV y proporcionar las frecuencias alélicas y genotipicas de
marcadores en genes del metabolismo y respuesta a formacos en nuestra poblacion, asi

como establecer la influencia de estos en el metabolismo de ATV.

Este tipo de estudios son de utilidad para disminuir el nimero de voluntarios en
los protocolos para farmacos de alta variabilidad farmacocinética y de estrecho margen

terapéutico, al realizar un tamizaje previo a la seleccion de voluntarios.
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Secuenciar los genes que intervienen en el metabolismo seria lo maés
recomendable para descubrir cudles son las variantes génicas de las enzimas
metabolizadoras, asi como de los transportadores que estin asociados con el

metabolismo de medicamentos en la poblacion analizada.
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CAPITULO 8

PERSPECTIVAS

Como tareas en curso se ha logrado avanzar en la clasificacion de los fenotipos
metabdlicos para los otros 12 estudios de bioequivalencia. Se muestran los resultados en

las figuras 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 y 17.

El metabolismo fue clasificado usando los pardmetros farmacocinéticos Cpyax y
AUCy, y podemos observar la formacién de varios clusters principalmente 3,

correspondientes a metabolizadores lentos, normales y rdpidos.
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Debido a que el producto del gen CYP3A4 es el principal responsable del metabolismo de ATV, también se disefiaron 14 pares

de oligos especificos para amplificar las regiones exénicas de CYP3A4. Ejemplos de los resultados se muestran en la figura 15.
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e wost stable 3'-dimer: 4 tp, ~3.9 kea

fooar Lover
s wvuvommovmunn.nxar Ootinal Aneol ing Teaperatrs 510
Product length, OC content & Ta: 438 bp, 3748 OC, 73.7°
TOTRAACTTETATRCACACTO) Ry o boags

proriianic s Siat tabia disar

6 bp, -6
j rmvmvclnvm 2
3° CATCATOTRAACTICTAT mﬁwvw 3

409,
Salt & OW ions (fixed in thiz option): 50 alf and 250 p, respectivel

Figura 15. Ejemplo del disefio de oligos parael exén 1,9y 12.
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También se estandarizaron las 14 reacciones de PCR para amplificar cada una de las regiones exonicas del gen CYP3A4. El

resumen de los resultados se muestra en la figura 16.

500pb
400pb

300pb
200pb

M () (+) 1 12 21 22 37 53

Exon 1

Fragmento esperado de 250pb

- e e Ry

700pb
600pb
500pb
400pb

300pb
200pb

Exéon 9

MG () 1 12 21 22 37 53

m Fragmento esperado de 490pb
a2 R TSR S B

200pb

Ex6n7y8
1_12 21 22 37 53

Fragmento esperado de 700pb

L B - L - .

Figura 16. Estandarizacién de las 14 PCRs.
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Ya fueron seleccionados 6 sujetos y fue secuenciado el exén 9 de dicho gen, sin encontrar ningtin cambio dentro de la

secuencia lograda a la fecha. Los resultados se muestran en la figura 16.

Consensus

ATV1

ATV21
ATV22
ATV12
ATV37
ATVS53

Consensus
ATV1
ATV21
ATV22
ATV12
ATV37
ATV53

Consensus
ATV1
ATV21
ATV22
ATV12
ATV37
ATVS53

T R T e T

GAGTGTGATAGAAGGTGATCTAGTAGATCTGAAAGTCTGTGGCTGTTTGTCTGTCTTGAC

A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AAAAAAAAAAATAAAAAT A AT A A AT A A A A Ak dkhkkkdk ki
A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A AAT XA A AATAA AT AR AT A A A A AR A A A hh i
AAE A A A A A AT AAAA A AT AR A AR A AT AT AR TR AR d ok dk ok kkdrdk kdk ok kkk ek
% % ok %k % e e e %k % ok ok g % % b g ok o o ok % e ok ok % ok ok % ok ok b ke ok ek ok ok ek ek ek ok Rk ek ok
% % % de % % % ok % %k % b ok ok % % b 3 % o ok % % ok o o o % o o o 3 %k ok o o % o o o o o ok e o % ok % ok ek ok ke ek ok
% % % %k % e ek % ok ok % b v ok % b ok 3 ok b e ok 3 ok b o %k o b ok o ke ok ek o ok ek ek ek ok ke ke ek ok

TGGACATGTGGGTTTCCTGTTGCATGCATAGAGGAAGGATGGTAAAAAGGTGCTGATTTT
% % % %% % %%k % o % o ok J o o ok e ok ok o ok ok ok ok o 3 o ok 3 ok ok ok o o ok e ok Sk ok ok ke ek ek ok

A A A A A AT A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AT A A A AAAA AT A A A A AA A A A A A A A A kX
A A A A A A A R A A R A R A A AR A A A A A A A A A A AAAAAARAAAAAAAAAA A AR A A h X
A A A A A AT A A AT A A A A AT AX A A AT AAAAAAAA AT AA A A A XA AL AR A A Thhhhdkkdkkhdkhkx
% % % % %k % J ok % ok % o ok % % o o % o o ok ok %k % b ok ok %k 3 ok o ok % % o e ok % o 3 o ok %k o o o %k bk ek ok kb ek ok
% % % % %k % % %k % %k ok g % ok %k ok ok %k % o o ok b o ok % % ok b ok % % e ok ke ok ek ek ek ok kb ek ok

AATTTTCCACATCTTTCTCCACTCAGCGTCTTTGGGGCCTACAGCATGGATGTGATCACT
R e

A A A A A A A A A A AT A A A A A A A A A AAAAAAAAAAAAAAAAA AT A AR AT A A A A A h %
A A A A A A A A A A A R A R A R A A A AT A A A A A A A AL AAAAAAAA AR AR AT A AR AN
% % % Y % % % o % %k % o ok % b ok o o % % ok ok b o o % % ok e ok % % o ok o ok o o o o o ok o % % ok ok ok kb ek ok
A2 R 2 R S R A RS RS R RS SRS RS RS R RS EE RS RS R RS S SRS RS RS EEEESESEEEE SRS &
% % % % % % g % % % ok v ok % % b o ok % % ok 3 o b o o ok % o T % % b ok J ok % o b ok % %k % ok o ok % ok ok %k ke ke ok ok

Figura 17. Alineamiento de las secuencias del exén 9.
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Estd también en curso el secuenciar 11 genes que intervienen en el metabolismo
de ATV en los sesenta voluntarios, por medio de secuenciacién masiva de nueva

generacion, siendo los genes candidatos: CYP3A4, CYP3AS, CYP2D6, MDRI, ABCG2,

SLCOIBI, UGTs y GSTs.

Se espera que todos estos experimentos en curso se concluyan en debido tiempo

y se integren en publicaciones proximas a derivarse también de esta tesis.
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ANEXO 1

EJEMPLO DE REPORTE DE VALIDACION
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Linoudidad Alces astise (0LS - 1000 vl )
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3 12000
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1o el puoceso wsalition, Ranpo: 05, 25,50, 1041, 25,0, 500, 1000 ng/ml,
o : S K
Nvel agiml Adasvandie | Alnoastes | Alorssie | AArst AAsrvany AAom MY Lo /AN roe
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2.- Lincalnlind (Intervalo de Trakbajo)

Condiciones exper den: Estandarex de calibracian de Ator ina en matrhz beoldgics someticla
a tosda o process unalitico, Rango: 0.5, 2.5, 5.0, 10, 25, S0, 100 ng/ml.
Ko
Novel ngml. Adorvassing | AA st | A i | AA Advrvadaling CAlvoen "oV % Laror
1 5.0 S030 5.088 4940 5.139 5928 5.2 7450 42956
3 25 22479 29,557 25246 26,064 231615 254 10691 15845
4 0 20,110 46,536 0146 A8 163 49,893 458 1054 24200
5 100 103,899 891 101 567 101574 101.232 1017 1423 L6926 |
6 2540 253,780 246415 240208 242 865 250646 2468 2243 -1286%
7 00 “m02) 04406 49066 | aes 2] 496,863 014 aas7 0,27
Promedio 432 07224
DE 2450

Crterios de Aceptacidn: Se scepla en precisdn un RECV igaal o menor ol 20% pars el mvel mis bajo y de v il o menoe al 15% gar los olros mveles
Se ooepta un error igual & 40 200 para el mvel mas bajo y ue 40 15% para el resto de los niveles

AAlevastaine. Comcentracion Aloevastating

CAPron: Concentracion Atorvastating Prosmedio.

Condusdn: Los criterivs de aceptacica astes mencionsdos soa aprotados por ko gue we Tuye gue bay lineadidod en este rango de tmbajo.

3. Limite de Cuantificacioa (L) y Limite de Deseccida (1.1)

‘ npwl. | Amccasmnn | Awcvaseion | Asorvasiaias | Asevesding | Asevetsicn | Twmetio | %CY J
s 137994 | 132921 | 15170 | 140829 138501 | 13197 | 2800
| LC=05ngml Aoevastation |
gl Asievasrns | Asorasin | Amovasiims | Asovesaim | Asorvoiiive | Pametio | wcv |
025 | e84 | 624515 | 67476 | 67222 61641 659029 | 4333 |
| Concentracitn | SeialRuido | SeiobRuido | SeiialRuido | ScdabRuido | Sefal/Ruido | Promedio |
| Blanca | NoSefal | NoSedal No Schal T No Sedial NoSeil | No Seiial
| 025 ng/ml. 11000 12000 | 12000 | L0 12,000 11600

Relacin scdabrida | 11600
LD = 0.25 ng/ml. Atarvasatinn

AAtorvastating Arca de Atorvastalina

Criterios de Acoplocitn:

Faru ol 1O s et un & CV < 2005

Farn el 1D se acepta la La coscentmciio gue produce una relacidn seiial riido de 2-3
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A Frecision

e Aadisls
Repetibilidad Condicinees experimentales
Andlisis e cotiro conceniraaones de Alorvastating por quintaphcado someticas a todo o procesa

sopltico,

Con. | 7np'ml,

Facka Cose | Coee. 2 Conie. 3 Come. & Conc. S Mﬂ SOy
&inen | 682 1656 1.627 | 622 1 627 1 648 2007
9100 | &0 1528 167) | S5 1618 1.559 3,963
11009 1.512 1.86| 1.912 | 665 1.782 1737 9148

Ayiom | 529 1. 7% 1 640 1 690 | 639 L9 4185
Promedio £.085
Cone 78 npml

Fecha Cone. | Cone. 2 Ceonz. ) ('gc. < Conc. § j‘;m_:’ﬁn ®wCy
=000 TA2 T4 TaM 138 7.387 1417 1.057
1005 6635 6,959 T.024 632 T3 &850 5.795
1K 1009 2 7.857 7.88) 607 242 7.453 4713
121009 1.246 7332 T 164 704 7310 7220 1610

Prosedio 3.293
Cosc. 35 ngml

Fecha Cone, 1 Corg 2 | Cons Cone 4 Cone, § Prosedio £V
10w 13 341 L0 M7 57 4.269 0.730
K009 34 32167 33.734 50| 38517 13,450 4,560
10016109 14010 | 3RI7Y | 3070 7 32064 34,758 6334

| 121009 13442 3218 12934 51000 52558 A2 950 |24
Promedio 3062
Cosc. 78 ng'ml.

Feulu Cone. 1 Conc 2 | Concd | Coned | Concd Promedio =V
AR TI.A36 J292¢ T8 73,00 20.800 72262 | 543
1000 | 7m0 | J03sk | e6638 | @2 | 69519 9524 2708
1009 | 69.921 71,153 65040 RUARL 71,595 0301 L5t
121009 TO. 786 T2XN TN 71,108 718N TIANT 1.219

Prosedio 1.747

Criterio de Acepacila. Bl FCV no debe ser mayor of 15%
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Precisitn
Irees-Andlisis
Reprodecbilidad lalrs lsbomtony,
Condiciomes expenmentales : Andlinis de custro corceetraciomex Eatintas por quintaphicada, sometids 2 todo ¢l
proceso malition,
Conc | Tngml.
Fecks Cooe. | Coac. 2 Com. 3 Cone. 4 Cote. $ | Prmedio FCV
&0 1682 | 456 L6y 1622 1622 | 168
S10m 1.040 1328 1673 1507 1618 | 624 334
100 1009 1.512 | #h1 1.912 | 665 1752 | 661 hASY
12100 | R 1798 1640 1.690 | 639 1£76 il
Promedio 5439
Coou. 7.5 npmL
Fecha Cone. | Coac 2 | Cenc 3 Cenc. 4 Cone. 5| Tromedio AV
&0 T.528 T4 Tan LA 7387 1427
X100 6645 h 59 T8 650 EALL 7147 5606
Y1009 TN 7557 7,880 6907 7428 7239 5531
121004 7.246 73R T 164 o) 7310 34 4812
Promedio 5316
Conc. 33 ngml.
Fecha Cone | Conc 2 | Cone d Conz 4 Cone. 5| Promedio TN
8100 131 34227 .08 M JI8Y 345
910w 31,745 32167 33.739 30E) 38517 ERY A 330
11004 Lo IR 1T W4 4447 12064 34188 4514
121009 | 1342 229 | W94 | X006 33588 | 3A8SI 425
Promedio 4023
Cone. 75 np'ml.
Fecka Cone. | Conc. 2 | Cone,) Conc 4 Coosc & | Promedio RV
& TE A6 72924 148 71,50 0200 12262
QL0 .7 UEAY AR fi9.822 519 TN 943 2841
o0 | 69721 TLIN 63040 T 71505 1 072 2463
|V 100 N8 T2X39 084 71108 7180 0919 228
Prosedio 2513

Criterio de Acepiacida: El ROV s Sebe ser mayor ol 13%
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S.-Exactitud

La exacttad s obtiens com vakor promecbio de s deterstinacinees en cada alvel de comverraacidn de los
&ncs de reprodecitilldad somendas & 1a formulbs wguiente
Pepipt 0

Dunde: la xe Valot obeenido
e —

%Error=

o ¥ & Vakr ésperado

Come. LY ngmL

Feca | Cosc| | Coned | Comc3 | Comcd | Concd
21009 1652 1686 | 627 161 1.622
Q100 1 640 1.528 L4673 1.537 1618
101009 1512 LBl 1012 | 664 1,733
121009 1 %29 1% 1 ) 1090 ol

Fromedio de soddss las madiciones L6706
[ sgme | 142
Cone 7.5 npml.

Fecha Cune. | Cone.2 | Comed | Coned Cooe 5
21009 7.528 TATR 1AM 7.323 1.387
91004 7.478 694 708 L) I3
10/ 1009 7.424 7.587 T80 6907 T4
121000 TA23 7.312 7.164 7088 7340

Peussadio de sodas ks mediciones 7.28%4
| #Emee | 2888
Cone. 3 npml

Fodha Cone | Cone, ) Cope, 3 Cone. 4 Cone. §
&0 14,131 u2M 08 34007 M8
WM 11,748 32167 13739 34081 A$.517
10V 10104 L1919 3873 34170 33447 31064
10w | nae 2o | s | 3xoos | 32558

Promedio de todas fas sedicione N85
| GEme | 328
Cene, 75 syl

Yoo Ceme. | Cuoe. 2 Coac. } Cone 4 Cone.
$I009 71.8% T2924 7204 | 73300 J0.800
91009 71784 T 334 AR 0522 69519
L 19721 71.131 08 9 il 71.505
121048 0 78 72830 A 71108 71479

Promedio & todes | moedidonss IS

Criterio de Acepracion: B FEmor no debe ser muyir al £ 15% | % Emor Sl
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- B Recuperasla
Al-Condiciones evpermeniales: andlisis de cuairo miveles & concenmracion de Atorvasiating en mainz blokgica realizados

muplicodo, ¥ sometidos a todo y areafitien

11009 Aboevasiriiza o el olgico
Nivel | Conc agml. | Areal Areal Aread Aol Argad | Promede | RCY | SRecupermi
1 iy 134120 SI4600 | 68776 | JNIJ8Y | J6KA22 | 491961 3,303 3.2

7.5 200128 | 2036580 | NKT.2TI | 063177 | 2130038 | 21034620 | 1619 HS.954

i Lod

350 ITASEGE | USTI 26 | MANT21S | OGS A2 | SSI6ART L 9615900 | 1028 B8 000

750 276604 | 213282653 | NTA8S| | NS 171 [ 2104331 1012283 | 1,220 8827

-

Promedio ¥7.3%5

B~ Condcines experimentabes: andlsls do coatro nivelex de conceniracidn de Ak inliding en solucidn

reallzasos poc iniplicado s % lods uulitico

210w Alory sstating en salecidn

Nivel | Cosc sgml | Areal Ared Aread | Promedio | RCV
I L1 STRSR0 | $52993 | S604ST | ha147 | 23N
2 7.5 220 | 24TANE | 8345 | 24TATE | 2300
3 350 | 0773129 | 1252000 ] LS4 420 | |(RRRSE] 2255
i 750 | 23918139 [ 233047 ) IMI4018 [ 24112 033] 1412

FERecupencido = Ares I'romtedio de Atorymtatina enmairie X (00
Arca Prossadio de Asonvastaring en sodacson

Criverio de Aceplacin. Mealmente entre 80 - 003,
Excepcionalmente entre S0 - 8% {oun procisidn y exavtitnd aceptables)
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T -Fuatilicked de Ao antading e fuscion de Tiempo

Entabilidad de Ascey astatizs en mairx holigica a T UIC o costro

riveles do conceatmacidn poe tipliceds sometidas a 10do ef procen snaliico,

» Cona 17 sg'ml o
| Fecta Cone. | Cosc. 2 Cone. 3 Propedin  SCV % Emoe
| K109 1.620 1614 1343 | #6 230 &138

11009 1.728 LTy (0 ., 273 0.22%
000 176 1673 1601 16T 4057 LT6
201009 1767 1.0 1563 | 646 6.516 A1
Wi 15N 160 | 534) 1612 1 58 S22

Cone, 75 npml.

Fecha Cose. 1 Ceone. 2 Corg. 3 Promedo WOV % Eor
21019 6564 7064 692 6,589 1030 6868
161048 7438 6562 60 1013 1513 640
231040 7371 7.463 TASS TAM a6 1012
291008 74583 64971 116} 7496 3.3a8 4050
161104 M 1 T8 BALL 2453 5.350

Criverio de Acepeassdar B ACY no debe ser mayoral 159
Conchenidn: La Asoryassatins ey edable 2 -TR°24°C en mainiz Noldgics dermiz kos 38 dias

mneitoresoo
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T Estabdindnd de Aorvastatina en fimcida de Tocmpo.
Estabiliiod de Atorvantating ex metrie Biddgics & -TE'C248C en quatro
niveles de coneensmaaidn por triplcadn scenstidis 3 Sodo ol grovess amalltio

Cone. 3Sngml.

Fecha Cone. | Cong,?  Conc}  PromeoSo  SCV % Exror
BIOG 329 32903 31919 12691 1329 6.5
RIS 1204 12435 31.554 32068 143 3%
290000 MR MU 33 Moe) 0 2481
WA A R4S 3n141 a7 1619 A%
61100 16519 o 36533 6688 076 A%

Conc. 75 np'ml. .

Fecha Cone. | Conc 2 Coaz, 3 Promedio SCV S Emer
21009 71010 pAR L) T2 e 1615 4156
161008 65632 04475 Q000 67671 1622 9772
DIG0P A0 5TSE  TAOM 4T LATT 0124
IO AR M6 6757 o 2481 6104

IS TeldB  TAO64  TAISO | TAMT 204 ATW

Criteriv de Aceptacidn: El FOV po debe ser inayor al 15%
Conclision: La Axer astating es estable & 78"'=0C oo matrix Nobdgwa dueane fos 8 dizs

mOosnorendos.
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B~ Extahilicked de low extractos de Alorvasating en of Adtomaestrendor del HPLC
Conduciones experimemsies Extractos de caatro concealracioncs s mdlicsdos en o HFL.C o

difererses thempos,
Vi |
1310 Cone | Tog'ml,
Tiempo es Hr Arca
236pm, 47587870
H29pm 45076570
727pm 45127300
824 pm. 43047230
928 pm, 675770
10:26 pm 451, 780030
11:19 pm SOK. 7700
1Z17am 456 4600
I'i5am 6700000
215am 46471730
Nilam 479.1THI0
Promedio 03535
e 13.919
BV AU

Vigl 2
231099 Coee 1.7 ng'ml
Teempo eo Hre Asez
341 pan, 45358290
.34 pn. 439,070
732 pm. 443 4090
830 pm, 42085300
928 pai. 43061500
1021 pm 45127300
1124 pm 437,143
1222am 44250200
120 am 44250200
218 am s
Jilbam A29. 9040
Promedo 22
DE 10,773
BV 2432
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8- Extabilidad de los exmacion de Aloevestating en of Avlompestreador ded HILC
Condiciones experimerntadee Fxtractin de cualn coscentraiones son anabzados e d HPLC o

Aferomtes Saripos
Vial 3 Vid |
Winem Coee, 1.7 ngml 231009 Cone. 7.5 npiml
Tiempo ¢n He Area Tietipo e Hs Arcs
A6 pm 410 60410 350 pm 1985 92821)
30 pm 42717470 fiddpm 194232500
237 pm 41804270 742pm 1545 X760
R3S pm 43577000 $.40 pm 186241 144)
933 pn 44 TBIT0 938 pm 1940 54960
10:3E o 42753570 HESS pm 195550170
129 pm 43503410 1iMpn 1892 35240
12272 43250170 1232 an 1921 (e88)
|25 am 429 20570 1 ¥Wam 1957 9N
223am 45300860 27 am 191598520
32 am 482 5410 3 am 1546 61650
Fromedio A3NTT [Yomedio 193513}
DE 11482 DE 33243
FCV 2406 SCV LTIT

Criterso e Aceptadadn: OV e |i lmyeocin 103
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K- Exsobiliskad de Lo extractos de Atonastating en of Automeestreador del 109.C
Condoones expenmensis Extmcios de cuatro conceslrdonss wo salizedes on o HRLC a

dlerestes empon
Vigl 2 Vi 3
23100 Cone, 7.5 ng'ml. 2ViI00e Coeo. TS npml
Tionpo en Mrs Arca Tiempo ea Hrs Arva
J¥Spm 2010.57670 200 pm 200181010
bl oo I597.67950 f3dpm | 967, (8650
747 pm 193212210 73lpm 186671910
S48 e 1937.50540 #49pm 1§79, 16200
s pm 158274290 947 pm 1920 5930
(4] pm U361 1300 1043 pm 1 W02 (9530
138 pm [R59.37620 1) pm 148 12510
12:36am IR56.359940 121 am 1922 95350
IMan 106614930 I:Mam LO1R 75470
25 am 1U37.75910 LV am § B0 29730
L80am 1050015360 ¥ am | B2 0960
Promedio 1924419 Promedo 191802
DE 46390 E 40369
ROy 1410 WV 214

Criterio de Aceptacito: SCV en la impeccidn IN%
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5. Earabilidod So 1os exsmaetion do Atorvastalies en o Aulomsirendoe del HPLC.
Condiciones experimenides Exuactos de cuatro coneentre cres sen aralizadon en o HPLL a

Eferenles Bonpo,
Vg | Vil 2
P ) Cone M npml NI Cosc. 35 agml.
Tiempo et Hes Area Tiampo &1 Hn Area
405 pm. 914852580 <l0pm 9154 05300
58 pm. 77250 T pm 011491520
756 pa. 2T A4S0 ROl pm 8984 36140
B5dpm. S0 Hi6-H) RS9 pm Q1160570
952 pm 481441950 957 pm £335 40380
1051 pun. HO36 TIR40 HR5S pm £459.2307
113 pm HOH(0T510 19:53 puee 900341010
1246 am RIS 26520 1250 am 41 =80
| 4dam 005,607 149 am 910521240
2420m AR 36530 247am )15 597N
Sdllam FU2Z 08150 SdSam TIANN
Peomed o R4 Pyomedo SOL1 600
DE TAING DE 103,950
N 1.0%% TCV 1A%

Cravenn de Acepeacide: HCY e fa fnyeccioe 10%
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B Estahididad de bom entrxcton de Adsrvadating on & Aslosuesreador ded HPLC
Cosdichooes esperimentales: Lmacos de catm concentraaones son mealizados en v HIM.C a

difesentes Uempos
Vigl )
201009 Cone. M rgml
Theerpo en Hes Are
Ald pn LM R A
708 po RRM) IR
06 pm LUARR
LA R 8043710
1002 p.oa 34,1720
1 0pm R3320
138pm 0207
12%am 817,158
I'Alam K363 345%)
351 am, S1.5130
Y#5am, b
IPromedio 8950785
DE AN
Wy 0,857

Criterio do Apepeaadn Y e b myeoads 105
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8 - Estabslivlad de fos extractos de Arorvastating en of Astomuestreador del HIMLC.
Condiciones experimentales: Extracoos Je Cuilro conentroniones son malizados en of HFLC »

diferentey ticrnpon
Vil |

2N 1000 Cone. 75 sl

liermpo en Hn Area
+19pm 20101 56X
T3 pm 154554 45500
Rlipm 1993713500
*MWpm 1 390 83300
16:07 pm 19317 53800
1S pon 19496 59200
1202 & 1957 45801
1:00 um 19258 45700
|58 am 19591 SN
256 am 197790510
i55am 195740510
Proemedu 15606 47

DE 254 MM
RCNV 1.300

Vil
2V 104N Cong 75 apml
Thmpoen Hrs Area
4l pant, 510 45200
2K pm 20117 72000
Li6pm 0180 86500
F15pm. N5 24000
10:8 1 pm 22 19 [0
19 pm 21T M
247 am. | 9083) R2200
105 am. 20185 30300
203 am. 206814800
30! am, 207 190034
) am. 2824 131600
Prorecao ARN0.958
DE 285975
SV 1807

Criterio de Aceprassdn. TCV el myecosdn |04
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8. Estailidad de los axineuon de Alorvatating en o Autusuesreador def HPLEC
Cimbiciones experisernales: Eximos de cwtro concentraciones son wnalizados e ol HIC 2

dilerenies begn
Viai 3

231009 Coac, TAngml

Taeezpo en Hes Area
4.9 pan 198K KN
722 pn 19837, (1K)
820 pm 19197, 78300
F15pm 1961 1. 4700
MG pm 1962021300
1:Hpm 19625 hoMX)
1212am 1408 52600
Lldwm 195378005400
LS anm, 1566 58X
06 am 19852845000
M 1983172500
Promadio 10630184

[E) 210179
wey 100

Criterio de Acepasder SOV ex L imyeossin 103
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U Esandlidad {Clelox de corgelaciim y dewcnngelaciinl,

Cendidoncs exgerinenuies Moesiras de Atorvasating en matnz Bokigca de cuatro concentradionss son
somizhidio 1.1y 2 cichos & congelacitn-desoongel aciin (Congelacidan & -78" 23" Desconpelacidn 2

temperatary del labormanio),

Maetras cun 2 acdos de conpdacdn y dessongelaciin

Cooe. | Tog'ml,
Fecha Cone Com Cone Promedn | RCY | S Emor
16100 | LRIS 1.758 162 LAAS) 5535 | 067
Cone. 75 ng'ml.
Fechs | Comc | Coor | Cooe | Promedio | 4OV | SEmoe
|6 1019 TR0 7 Y54 7 A4W) TRLS 1704 L 4216
Cone, 35 npimd.
Fechs Coac. Cons Cone. | Promadic | OV | SEm
161009 3478 M 15427 34803 1.7V | 0564
Cone, 75
Foula Cong, (‘S!E “one. Promadio FCV | WEmoe
161009 hi &9 14451 T4 134 T100Y EO06 | S MK

Criterio de Aceptacidn: El SOV ro debe ser mayoral 139 y ol 9§ de Fene cetre = 155
Coaclusidn §3 % @ ervor de Las mrsestris sometdas 2 €0 cclos de congelacidn y descongelacidn

eila enmre £ 19% del valor experado y of ROV o3 menor al 15%
Por lo tario |2a mucs=as d& planma con Ascrvastatng woporian dos clos de ooogelacion &
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0. Estabdlidad iCiclos de ocngelacin y dewnngelacita,

Cosdiciones experientales’ Moostros de Atorvarcsing ¢n oz Bioldgica de cunro corceniraciones s
somtidas a | y 2 ddos e conpelacidn-descon pelacide (Congelacsin 8 78 £4°C, Descongelacita a

tomperaitrs ded laboruninio)
Muesras con | owlo ada y desecnpelacidn

Cone. |7 agmlL

Fecha Cose, | Coee Cose. | Promedo | SCV | 9 Error

1671008  r 1,733 1.650 LT | 272K 0229
Cone. 75 3gml

Fecha Core. | Come Come | Promedo | SCV L %

16100 | 7135 | 6962 943 1010 | 1853 L0
Coac. 3 ng'mh,

Fecha (Cone. Cont. Come Mooadio | SCV | %Ere

& 10 0% 2 | 32448 11 556 j}_.mt | 434 | 8376
Cuee. TS apml

Yecha Cone. Cone. Cong. Promeadio GOV | SEnw

161009 | &8612 | 66475 &7 0N 67071 | 1622 | A7T2

Mn&wammwnmgmdlﬂgd!-a[mwm-IS'I
Coochusidn: I 3 de e d¢ 1as moestras sonetalas & 808 clclos d congehacide y descumpelacaln

esta entre & 5% del valor esperado y ol ACY exmemir ol 15%
Por Jo Grmlo liss mvsesiras de planma con Alors estafit $oportan doe cichon de compdaciln y
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10.-Muogstras en plasma A hemolizado y B) quiloso
Conddiciones expermentales Moestrs de Atorvastaing en mateiz leobipea con hemelisis
0 quilos de cusmro concesemcioses por triplicado,

A) Muestras en plasma hemoli ks
Cone. 1.7 ng'mL
Fecha Conc. Conc. Cone. | Promedio] ECV % Emor
231009 1,654 1.620 1L.6™ | 658 1,556 -3.076
Cone. 7.5 ng'ml
Focha Conc. Conc Conc. | Promediol %®CV Emror
231009 7.363 T.24 7385 7.331 1.036 -2.258
Cooe. 38 ng'ml
Fecka Cone. Coag Cone. | Pramedio] %CV %Emur
231049 34159 11688 | 31790 | 33979 | a5 2918
Cone, 78 ngml.
Fecha Con. Come. Come, | Promedio| ®CV R Erroc
21040 TI623 72641 | TR0 | T2 | 0166 A 068
B) Mestens en plasma guiloso
Cone, |7 sg'ml.
Fecha Cane. Cone. Cone. | Promeda| SOV % Erroe
231004 | 528 | %0 1395 1591 IR -6.418
Cone. 7.5 ng'ml.
Fecha Cone. Conc. Cone. | Promedio] %CV % Eror
2510009 TANT 7.256 7.205 7.163 1416 4500
Conc. 35 ng/mlL
Fecka . Conc Cone. | Pramediol %CV % Error
231008 33.234 15,542 33248 | 33.355 | 5% 4701
Cone. 75 sg'ml.
Fecha Cane. Come Cose. | Promadio] %CV RErmoe
201048 72371 62y | T2R0T | TIGT | 1630 2310

Criterio de Acepracidon: B RCV oodeum;)onl 15% v el % de Frroe estre = 13%
Conclusidn: Bl % de emror de las muestries & Atorvasttina en plasma hemolizado y quiloso
esta entre = 15% dod valor esperado y of TCV menor al 15%

101



Aplicacion de la farmacogendmica en la prediccion de la respuesta a farmacos de alta variabilidad farmacocinética

2013

11.- Tolersacia

Condiciomss experimantales: Muestras de Aloevastating en cuatro comcentraciones (por tiplicado)
son sometidas ol proceso de extraceicn y seall2ades con fase mdvil :
Aj Agus con Acido Féemico 0.1%, 500 mL de agus + 300 ul, de Acido Fomico {sia modificacida).

B) Agsst con Acda Formico. 300 mL de Agua + 450 uL. de Acido Foraico (cin modificacion).

Archivo ATO161109 fase sin modificacion

Cone. 1.7 ng'mL
Fecha Ara Area Area | Promedio &CV
161109 1.579 | 616 164 1612 1.8%2
Cone. 7.5 ng'mL
Fecha Area Area | Proeedio %OV
1619 210 7,769 7811 7.90] 2453
Cone, 33 ne'mL
Fecha Ares Area Area | Promedio OV
1611109 30419 37.012 36534 36688 0764
Cone. 75 ng'mlb.
Fecha Area Area Area | Promedio RV
161109 7h.148 74004 71150 74467 2041
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Azchiva ATO161 1066 fase sin modificacda

Cone. 1.7 np'ml
Fecha Area Area Area | Promedic Y
161119 1.710 1.51% 1608 1.610 6083
Comc. 7.5 ng/ml
Fecha Area Area Area | Promedio] SOV
161109 7.377 7599 7,395 7457 | 650
Coac. 35 ng/ml
Fecha Aren Area Aren | Promedio]l  SCV
161109 | 35462 35.115 36.028 35.535 1.207
Coac. 75 ng/mL
Fecha Area Arca Aren | Promedio ICV
161109 | 7213587 74578 0432 72532 2859
Difereaciz Arga son medificosida-Area sin modificacids X100
Area sin modificacién
Alorvaseatina

L7ngml.  LLO9S
T5ngml  -5619
35 ng/ml, LR B
75 ngiml. 2.59

Criterios de aceptacionc CV menora igual al £15% v difecencia menor al £15% del valor esperado
Conclwsidm La diferencia entre las arcas de Asorvassating con modificacion y sin modficecida en la fas

som menones ol £ 15% del valor esperado
Por bo anto el método toler exty peguedio canbio en i fase.
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ANEXO 2

EJEMPLO DEL REPORTE DE UN DIiA DE CORRIDA

REPORTE DE LA CONCENTRACION DE: ATORVASTATINA EN PLASMA

Protocolo:

Fecha de reporte:

Fecha de recepcion:

Muestreo realizado en:

1

Resultados: ATORVASTATINA Método: HPLC-MS Analista: Fecha de Corrida analitica:
Clave de | Atorvastatina | Clave de | Atorvastatina | Clave de | Atorvastatina | Clave de | Atorvastatina
Muestra Conc ng/mL | Muestra | Conc ng/mL | Muestra | Conc ng/mL | Muestra | Conc ng/mL
D21P1-01 - D22P1-01 - D23P1-01 -
D21P1-02 - D22P1-02 - D23P1-02 3.684
D21P1-03 1.094 D22P1-03 0.678 D23P1-03 10.611
D21P1-04 2.382 D22P1-04 1.968 D23P1-04 12.949
D21P1-05 2.140 D22P1-05 12.890 D23P1-05 7.499
D21P1-06 7.270 D22P1-06 6.058 D23P1-06 5.366
D21P1-07 3.545 D22P1-07 4311 D23P1-07 4.299
D21P1-08 2.335 D22P1-08 3.281 D23P1-08 3.724
D21P1-09 1.545 D22P1-09 2.742 D23P1-09 3.409
D21P1-10 1.387 D22P1-10 2.698 D23P1-10 3.056
D21P1-11 1.040 D22P1-11 2.718 D23P1-11 2.704
D21P1-12 1.319 D22P1-12 4.169 D23P1-12 4.260
D21P1-13 0.946 D22P1-13 2.776 D23P1-13 2.447
D21P1-14 0.938 D22P1-14 2.788 D23P1-14 1.940
D21PI1-15 0.691 D22P1-15 2.248 D23P1-15 1.842
D21P1-16 0.622 D22P1-16 1.799 D23P1-16 1.859
D21P1-17 - D22P1-17 1.683 D23P1-17 1.157
D21P1-18 - D22P1-18 - D23P1-18 0.610
D21P1-19 - D22P1-19 - D23P1-19 -
D21P1-20 - D22P1-20 - D23P1-20 -
D21P2-01 - D22P2-01 - D23P2-01 -
D21P2-02 - D22P2-02 15.470 D23P2-02 -
D21P2-03 0.802 D22P2-03 10.304 D23P2-03 -
D21P2-04 1.090 D22P2-04 6.493 D23P2-04 -
D21P2-05 1.012 D22P2-05 3.356 D23P2-05 0.538
D21P2-06 0.807 D22P2-06 2.455 D23P2-06 1.350
D21P2-07 1.411 D22P2-07 2.175 D23P2-07 7.396
D21P2-08 0.855 D22P2-08 2.127 D23P2-08 4.334
D21P2-09 1.080 D22P2-09 1.859 D23P2-09 4.677
D21P2-10 1.031 D22P2-10 1.532 D23P2-10 5.305
D21P2-11 1.505 D22P2-11 2.031 D23P2-11 4.300
D21P2-12 2.551 D22P2-12 1.442 D23P2-12 7.318
D21P2-13 1.492 D22P2-13 1.072 D23P2-13 4.047
D21P2-14 1.425 D22P2-14 0.839 D23P2-14 3.451
D21P2-15 1.034 D22P2-15 0.899 D23P2-15 2.152
D21P2-16 1.237 D22P2-16 - D23P2-16 2.008
D21P2-17 - D22P2-17 - D23P2-17 1.450
D21P2-18 - D22P2-18 - D23P2-18 -
D21P2-19 - D22P2-19 - D23P2-19 -
D21P2-20 - D22P2-20 - D23P2-20 -
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ANEXO 3

CROMATOGRAMAS
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